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I. ABREVIATURAS 
 
 
AS: Antisentido.  
BSA:Albúmina sérica bovina. 
CF: Contraste de fase. 
CP: Cuerpo plaquetario. 
DAPI: Diamidino fenilindol. 
DC: Células dendríticas. 
DIC: Contraste diferencial de 
interferencia. 
DNA: Ácido desoxirribonucleico. 
DSS: Disuccinimidil suberato. 
DTS: Sistema tubular denso. 
DTT: Ditiotreitol. 
Epi.: Epinefrina. 
ERK1/2: Quinasas reguladas por 
señales extracelulares. 
ESE: Secuencias potenciadoras del 
procesamiento exónico. 
ESS: Secuencias silenciadoras del 
procesamiento exónico. 
F-actina: Actina fibrilar. 
FAK: Quinasa de los focos de 
adhesión. 
FBS: Suero fetal bovino. 
FERM: Proteína 4.1, Ezrina Radixina 
Moesina. 
Fg: Fibrinógeno. 
FITC: Isotiocianato de fluoresceína. 
Fg-FITC: Fibrinógeno marcado con 
fluoresceína. 
FP4: Factor plaquetario 4. 
FpA: Fibrinopéptido A. 
FpB: Fibrinopéptido B. 
GEF: Factor intercambiador de 
GTP. 
GM-CSF: Factor estimulador de 
colonias de macrófagos y 
granulocitos. 
GPCR: Receptor acoplado a 
proteína G. 
GT: Tromboastenia de Glanzmann. 
G-actina: Actina globular. 
IL-4: Interleuquina 4. 
LPS: Lipopolisacárido de la pared 
bacteriana. 
LSD: Diferencia mínima 
significativa. 
MAPK: Proteína quinasa activada 
por mitógenos. 
MIDAS: Lugar de unión 
dependiente de iones metálicos. 
MP: Micropartículas. 
MRS: Sitio con múltiples dianas de 
restricción. 
NF-E2:  Factor nuclear 
eritroide-2. 
NGS: Suero de cabra normalizado. 
OCS: Sistema canalicular abierto. 
ORF: Marco abierto de lectura. 
pb: Pares de bases. 
PBS: Tampón fosfato salino. 
PCR: Reacción en cadena de la 
polimerasa. 
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PD 98059: Inhibidor de MEK. 
PDE: Fosfodiesterasas. 
PFA: Paraformaldehído. 
PIP2: Fosfoinosítidos difosfato. 
PMA: Acetato miristato de forbol. 
PMBC: Células mononucleares de 
sangre periférica. 
PPP: Plasma pobre en plaquetas. 
PRP: Plasma rico en plaquetas. 
PS: Fosfatidil serina. 
PTB:Dominio de unión a 
fosfotirosinas. 
PVDF: Fluoruro de polivinilideno. 
RMN: Resonancia magnética 
nuclear. 
RNA:   Ácido ribonucleico. 
RT-PCR:  Retrotranscripción y PCR. 
S: Sentido. 
SB 202190 : SB, Inibidor de p38. 
SCIP:  Fenotipo inducido por calcio 
sostenido. 
SDS-PAGE: Electroforesis en gel de 
poliacrilamida con SDS 
SFK: Quinasas de la familia Src. 
SR: Proteínas ricas en serina y 
arginina. 
TB: Trombina. 
TF: Factor tisular. 
TG: Transglutaminasa. 
TM: Transmembrana. 
TPO: Trombopoyetina. 
TRAP: Péptido activador liberado 
por trombina. 
TXA2: Tromboxano A2. 
UTR: Región no traducida. 
vWF: Factor de von Willebrand. 
WT:  Silvestre 
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INTRODUCCIÓN 
1. Plaquetas y hemostasia. 
1.1. Formación y morfología de las plaquetas. 
Las plaquetas son los elementos más pequeños de la sangre (diámetro 2-4 
μm) y, en condiciones fisiológicas, su número oscila entre 150.000-
300.000/mm3. Fueron identificadas por primera vez en 1882 por Bizzozzero y 
en 1888, Ebberth y Schimmelbusch postularon su participación en la formación 
del tapón hemostático. En 1925 Aschoff describió cómo la formación de la 
fibrina y posterior creación del coágulo estaban precedidos por cambios 
morfológicos en las plaquetas. 
Las plaquetas se originan en los sinusoides de la médula ósea, donde se 
liberan como corpúsculos anucleados a partir de largas protuberancias de la 
membrana plasmática de los megacariocitos maduros denominadas 
proplaquetas (Behnke y Forer, 1998). La diferenciación megacariocítica 
comienza con el cese de proliferación de las células progenitoras, seguido de 
un proceso de poliploidización nuclear y maduración citoplásmica, hasta la 
formación de proplaquetas y liberación de las plaquetas a la circulación. En la 
célula progenitora madura aparecen una serie de invaginaciones en la 
membrana plasmática y se produce una reorganización del contenido 
intracelular, con los distintos orgánulos distribuidos en dominios delimitados por 
las invaginaciones. Este proceso sucede principalmente en zonas próximas a 
las paredes sinusoidales, lo cual favorece la salida de las prolongaciones o 
proplaquetas a la luz del vaso de las que se desprenden las plaquetas por la 
fuerza del torrente sanguíneo. La trombopoyetina (TPO) y los factores de 
transcripción NF-E2 (factor nuclear eritroide 2) y GATA son esenciales en el 
proceso de diferenciación del megacariocito, pero no parecen promover 
directamente la formación de plaquetas (Shivdasani et al., 1995 y Horie et al., 
1997). 
En reposo, las plaquetas tienen forma discoide, debido al ovillo de 
microtúbulos que las rodea (Fig. 1). El sistema canalicular abierto (OCS) son 
invaginaciones tubulares que conectan con la membrana externa y de 
composición similar. El sistema tubular denso deriva del retículo endoplásmico 
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del megacariocito de donde procede. El citoplasma es rico en glucógeno, su 
fuente de energía; carecen prácticamente de ribosomas pues no tienen 
actividad de síntesis de proteínas. Contienen numerosos gránulos α, algunos 
gránulos densos, y algunas mitocondrias y vesículas. Los gránulos α 
contienen, entre otras moléculas, P-selectina, FP4, fibrinógeno (Fg), y factor de 
von Willebrand (FvW), (Harrison y Cramer, 1993); los gránulos densos 
contienen agonistas como ADP, serotonina, epinefrina y también calcio y 
magnesio (McNicol y Israels, 1999). 
 
Fig. 1. Imágenes de microscopía electrónica de transmisión de plaqueta en 
reposo y plaqueta activada. (A) Plaqueta en reposo, con morfología discoide. (B) 
Plaqueta activada por trombina. La reorganización del citoesqueleto da lugar al 
cambio morfológico y liberación de gránulos, entre otros fenómenos. DTS: sistema 
tubular denso; OCS: sistema canalicular abierto; DG: gránulo denso; G: gránulo α; M: 
mitocondria; Gly: depósitos de glucógeno; MT: microtúbulos; G1, 2 y 3: gránulos en 
proceso de secreción. Aumento: 40.000 x. 
 
Cuando son activadas se deforman, emiten extensiones (White, 1987) y, 
además, vierten sus gránulos. Para ello, tienen lugar una serie de 
interacciones entre los sistemas de membrana. En el corte que se muestra en 
la figura 1B se puede ver cómo un gránulo α libera su contenido comunicando 
con un canal del OCS. En este fenómeno de activación plaquetaria, en el que 
lo más llamativo es el cambio morfológico, es determinante la composición de 
la membrana de superficie, rica en fosfolípidos y en glucoproteínas receptoras 
de diversos agonistas (ADP, tromboxano A, trombina,...), proteínas adhesivas 
(Fg, fibronectina, laminina, trombospondina, FvW), y otro tipo de ligandos como 
el colágeno (Brass et al., 1993). Estos receptores de superficie pertenecen a 
diferentes familias de proteínas (integrinas, inmunoglobulinas, selectinas, y 
A. B.
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proteínas ricas en leucina). Las integrinas, las más abundantes, son receptores 
heterodiméricos que median la adhesión celular uniéndose a proteínas de la 
matriz extracelular (colágeno, fibronectina, lamininas, FvW,...), a proteínas 
plasmáticas (Fg, factor X de la coagulación,...), y a otros receptores celulares. 
La GPIb-V-IX, que también abunda en la superficie de las plaquetas, pertenece 
a la familia de proteínas ricas en leucina y su principal ligando es el FvW 
(Clemetson, 1997). Otros receptores, como la P-selectina, se encuentran en 
los gránulos α y se incorporan a la membrana durante la activación (Johnston 
et al., 1989), del mismo modo que otras moléculas de adhesión celular como 
PECAM-1 (Albelda et al., 1991). 
1.2. Hemostasia. 
Las plaquetas circulan en suspensión por el torrente sanguíneo 
manteniendo una morfología discoidea. Cuando se produce una lesión vascular 
se suceden una serie de acontecimientos de forma coordinada que se definen 
como hemostasia (Bick y Murano, 1994), cuyo objetivo es el mantenimiento de 
la integridad vascular y el control de la hemorragia (Fig. 2). La hemostasia 
incluye los procesos de adhesión, agregación, secreción y coagulación. 
El endotelio vascular favorece el estado de reposo de las plaquetas 
mediante la secreción de moléculas como la prostaciclina (PGI2) y el óxido 
nítrico (NO), que aumentan los niveles intracelulares de AMPc y GMPc. 
También intervienen moléculas como la ecto-ADPasa CD39; la trombomodulina 
(TM), que cambia la especificidad de la trombina por sus sustratos; los heparán 
sulfato (HS), que participan en la inactivación de la trombina; y el activador de 
plasminógeno tisular (TPA), que favorece la formación de plasmina que, a su 
vez, degrada la fibrina (Ruggeri, 2002). Cuando se produce un daño vascular 
quedan expuestas proteínas de la matriz subendotelial (FvW y colágeno, 
principalmente) que se fijan a las plaquetas induciendo su detención parcial 
sobre dicha matriz, en procesos de movimiento y parada (start-stop) y/o 
formación de prolongaciones plaquetarias (tethers), en función de las 
condiciones de flujo vascular (Fig. 2). La detención parcial favorece el contacto 
de los receptores GPVI/α2β1 y αIIbβ3 con sus ligandos respectivos, colágeno y 
Fg, lo cual conduce a la adhesión de las plaquetas a la zona lesionada. Estas 
interacciones iniciales inducen una movilización rápida de calcio que se 
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acompaña de la secreción del contenido de los gránulos. Entre las moléculas 
liberadas, el colágeno y el ADP actúan como activadores de las plaquetas 
adyacentes; por otra parte, el FvW puede fijarse a la integrina αIIbβ3 activa, 
iniciando la interacción entre las plaquetas circulantes; a su vez, la serotonina 
actúa como vasoconstrictor y agente agregante. La señalización 
desencadenada en las plaquetas por la ocupación de estos y otros receptores, 
como los receptores PAR de trombina, se ha denominado señalización de 
dentro afuera (in-out) y se acompaña de una onda de movilización sostenida de 
calcio. En último término, esta señalización conduce al cambio conformacional 
de la integrina αIIbβ3, que se traduce en un gran aumento de la afinidad por 
sus ligandos, principalmente por el Fg circulante, pero también por otras 
proteínas solubles y de la matriz como el FvW, la fibronectina y la vitronectina. 
Todas estas interacciones crean puentes entre las plaquetas dando lugar al 
fenómeno de agregación (Varga-Szabo et al., 2008), en la que también 
participa el Fg liberado por los gránulos de secreción. Por otra parte, el receptor 
CD63 o P-selectina, presente en los gránulos α, pasa a la membrana 
plasmática donde interacciona con el receptor PSGL-1 de los neutrófilos, que 
son atraídos a la zona del daño vascular (Andrews et al., 1997). 
Las plaquetas participan también en la hemostasia secundaria o 
coagulación. El factor tisular (TF) que se encuentra en el subendotelio da inicio 
a la cascada de coagulación liberando las primeras moléculas de trombina 
activa. A esta primera oleada de producción le sigue la secreción y fijación de 
factor V en la membrana de las plaquetas. La unión del factor V al factor X 
activo da lugar a la formación del complejo protrombinasa, que dispara la 
producción de trombina y la consiguiente transformación del fibrinógeno en 
fibrina (Wolberg, 2007). La activación de la plaqueta induce la exposición de 
fosfatidilserina en su superficie de membrana favoreciendo la fijación de 
factores de coagulación, lo que se ha denominado actividad procoagulante de 
las plaquetas. 
En el tapón mixto de plaquetas y fibrina, la contracción del citoesqueleto de 
actina de las plaquetas conduce a la retracción del coágulo, que favorece el 
cierre de la lesión. Por otra parte, la fibrina polimerizada actúa como matriz 
para el crecimiento de fibroblastos (Gray et al., 1990), y el factor de crecimiento 
derivado de plaquetas (PDGF) promueve la multiplicación de células 
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endoteliales y musculares ayudando a la reconstrucción de los vasos 
afectados. 
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Fig. 2. Hemostasia. La figura muestra los procesos que concurren en la formación del 
tapón hemostático. La numeración no es un reflejo fiel del orden cronológico dado que 
algunos de los acontecimientos se solapan o son simultáneos. 
 
Tradicionalmente se ha asumido que los factores esenciales que 
determinan la activación plaquetaria y formación del trombo son los agonistas 
solubles, los ligandos Fg y FvW, y los receptores plaquetarios αIIbβ3 y GPIb-V-
IX. Actualmente, gracias a las técnicas de flujo laminar y microscopía intravital, 
principalmente, se sabe que el flujo vascular es un factor clave en este 
proceso, y que determina en muchos aspectos la activación de las plaquetas y 
características del trombo (Jackson, 2007). En condiciones de flujo vascular 
bajo (<1000 s-1), propia de vénulas y venas grandes, la agregación plaquetaria 
está principalmente mediada por el fibrinógeno y la integrina αIIbβ3 y, en estas 
condiciones, es esencial el proceso de formación del coágulo de fibrina 
(Chauhan et al., 2007). En arteriolas y arterias (hasta 5000 s-1), la agregación 
se da en dos fases principales: una inicial y reversible, en la que la velocidad 
de las plaquetas con morfología discoide disminuye por la formación de tethers 
o prolongaciones citoplasmáticas desprovistas de citoesqueleto organizado, 
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que son dependientes de los receptores GPIb-V-IX y αIIbβ3; y una fase de 
agregación estable, en respuesta a la liberación de agonistas solubles, como 
ADP, y aumento de calcio intracelular, que da lugar a la activación de las 
plaquetas y al cambio en su morfología. En estas condiciones, la formación del 
coágulo de fibrina no es esencial para la agregación y su papel parece estar 
relacionado con la estabilización posterior del trombo (Jackson, 2007). En 
condiciones en las que el flujo es muy alto (10.000 s-1), como ocurre en las 
arterias estenosadas, la agregación es prácticamente independiente de αIIbβ3, 
y la interacción entre el FvW y su receptor pasa a tener un papel fundamental 
(Ruggeri et al., 2006). 
1.3. Plaquetas y aterotrombosis. 
Las enfermedades cardio- y cerebro-vasculares siguen siendo las mayores 
causas de mortalidad en el mundo desarrollado. Aunque cada enfermedad 
trombótica pueda en último término tener una etiología única, el concepto 
general de los mecanismos patológicos de la trombosis no ha variado en 
exceso desde las observaciones de Virchow en 1856. Los componentes de la 
tríada de Virchow, que son el daño vascular, la hipercoagulabilidad de la 
sangre, y la obstrucción del flujo sanguíneo, siguen siendo los factores 
predominantes en los episodios trombóticos. Actualmente se reconoce el papel 
central de las plaquetas en la regulación de la coagulación en condiciones 
fisiológicas, pero también en las fases aguda y crónica de la aterotrombosis 
(Ruggeri, 2002). 
Las plaquetas participan en la enfermedad trombótica arterial a través de 
los mismos mecanismos involucrados en la hemostasia fisiológica. Además, 
contribuyen al desarrollo y progresión de la arterioesclerosis a través de 
mecanismos proinflamatorios (Nieswandt et al., 2005). Por esta razón, durante 
las últimas décadas se han realizado múltiples esfuerzos en la caracterización 
de los receptores plaquetarios y mecanismos de señalización que orquestan 
los procesos de adhesión, activación, actividad procoagulante, agregación y 
liberación de gránulos. El avance en el conocimiento de estos procesos ha 
permitido identificar nuevas dianas para potenciales fármacos que pudieran 
inhibir de forma eficiente la actividad trombótica y proinflamatoria de las 
plaquetas (Jackson y Schoenwaelder, 2003). 
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La administración intravenosa de inhibidores de la integrina αIIbβ3 ha 
resultado ser eficaz en la prevención de las complicaciones asociadas a la 
revascularización percutánea. Asimismo, su utilidad en anginas inestables e 
infartos de miocardio demuestra el importante papel que las plaquetas juegan 
en los procesos de trombosis arterial (Vivekananthan y Moliterno, 2002; y 
Talley, 2001). Se cree que las plaquetas juegan también un papel central en la 
etiología de los procesos isquémicos cerebrales (Abumiya et al., 2000); sin 
embargo, el efecto beneficioso de la terapia antiplaquetaria con ácido 
acetilsalicílico se ha demostrado sólo en situaciones concretas, como son el 
ictus recurrente, en pacientes con antecedentes de episodios isquémicos 
transitorios, o tras endoarteriectomía carotídea (Ruggeri, 2002). Aunque se han 
reportado casos que demuestran su eficacia, de momento no existen datos 
definitivos sobre el uso de inhibidores de la integrina αIIbβ3 en el tratamiento 
de la trombosis cerebrovascular. 
El mecanismo de participación de las plaquetas en la aterogénesis está aún 
por dilucidar. Los dos aspectos que son considerados de mayor relevancia en 
la formación de las placas de ateroma son la deposición de lípidos, cuando 
éstos son metabolizados de forma anormal y oxidados en la pared vascular, y 
la infiltración local de leucocitos. Estos dos factores crean un ambiente 
proinflamatorio que altera la función de las células endoteliales con 
consecuencias varias, entre ellas, el aumento del potencial de activación de las 
plaquetas (Ruggeri, 2002). El estudio de las placas de ateroma ha mostrado 
que la presencia de plaquetas en las mismas es mínima; sin embargo, cada 
vez hay más evidencias que indican que las plaquetas tienen un papel 
relevante en la respuesta inflamatoria vascular. Trabajos recientes sugieren 
que, en el inicio de la enfermedad, participan secretando quimioquinas y 
citoquinas que median la inflamación vascular y, por otra parte, son activadas 
por sustancias liberadas por las células de la pared endotelial. Asimismo, se les 
atribuye también la capacidad de reclutar progenitores celulares circulantes en 
el lugar del daño vascular tras la ruptura de la placa (Langer y Gawaz, 2008). 
El creciente conocimiento del papel de las plaquetas en la enfermedad 
cardiovascular, junto con el desarrollo de nuevos fármacos frente a la actividad 
plaquetaria, ha cambiado radicalmente el tratamiento de las enfermedades 
vasculares (Fig. 3). Hasta el momento, el ácido acetilsalicílico era el único 
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agente inhibidor de la agregación plaquetaria de uso generalizado. Pese a que 
sigue siendo el tratamiento más estandarizado, los antagonistas de los 
receptores de ADP (ticlopidina, clopidogrel), y los inhibidores de 
fosfodiesterasas (PDE) se están afirmando como alternativa terapéutica para 
poblaciones de alto riesgo. La reciente aparición de los inhibidores selectivos 
de la integrina αIIbβ3 ha iniciado una nueva era en la terapia antiplaquetaria, 
aportando confirmaciones clínicas sobre el papel fundamental de las plaquetas 
en las complicaciones crónicas y agudas de varias enfermedades 
cardiovasculares (Jackson y Schoenwaelder, 2003). 
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Fig. 3. Medicamentos antiplaquetarios: (A) Medicamentos antiplaquetarios más 
usados y mecanismo de acción. (B) Mercado de los medicamentos antiplaquetarios 
entre los años 1999-2001. PDE (Fosfodiesterasa). Adaptado a partir de Jackson y 
Schoenwaelder, 2003. 
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2. Enfermedades congénitas de etiología plaquetaria. 
Los defectos genéticos asociados a la línea megacariocítica dan lugar a 
síndromes o enfermedades raras que cursan con un fenotipo hemorrágico de 
severidad variable. Las alteraciones implicadas pueden afectar tanto a 
receptores extracelulares y moléculas de adhesión como a proteínas 
intracelulares importantes en el metabolismo o señalización de la plaqueta (Fig. 
4). En las formas poco severas, los sangrados espontáneos suelen ser 
generalmente mucocutáneos, pero también se pueden manifestar como 
hemorragias excesivas asociadas a traumas leves. El estudio de estas 
enfermedades ha aportado información esencial en el estudio de la fisiología de 
la plaqueta (Nurden y Nurden, 2008). 
Entre las enfermedades raras asociadas a defectos de la adhesión de las 
plaquetas destacamos el síndrome de Bernard-Soulier (déficit de la GPIb-V-IX), 
que cursa con macrotrombocitopenia; la enfermedad de von Willebrand (vW) 
de tipo plaquetario, producida por una ganancia de función del receptor GPIb-
V-IX; y la enfermedad de vW tipo 2B, por mutaciones en el gen del vWF que 
aumentan su afinidad por el receptor GPIb-V-IX. Se han descrito también 
síndromes hemorrágicos asociados a alteraciones de los receptores de 
colágeno y de agonistas como el ADP o el tromboxano, así como alteraciones 
de las vías de señalización. Los defectos de los gránulos de secreción, tanto de 
gránulos α (síndrome de plaquetas grises, enfermedad de Québec) como de 
gránulos densos (síndromes de Hermasnky-Pudlak, de Chediak-Higashi, y de 
Griscelli), cursan del mismo modo con fenotipos hemorrágicos. Finalmente, se 
han descrito también alteraciones de proteínas del citoesqueleto, como en el 
síndrome de Wiskott-Aldrich (Nurden y Nurden, 2008). 
Las alteraciones del desarrollo y/o formación de las plaquetas constituyen 
otro amplio grupo de enfermedades raras. Entre ellas, las trombocitopenias 
familiares debidas a defectos en factores de transcripción (síndrome de París-
Trousseau, anemia diseritropoyética, trombocitopenia familiar ligada a X), 
asociadas a defectos funcionales de la TPO y su receptor (trombocitopenia 
amegacariocítica congénita) y acompañadas de macrotrombocitosis 
(enfermedades asociadas a déficit de MYH9, síndrome de Bernard-Soulier, 
etc..) (Nurden y Nurden, 2008). 
 
Nuevos avances en el conocimiento de la fisiopatología de la plaqueta 
 
 32 
αIIbβ3
GP IV GP VI
CD9
α2β1
α6β1
α5β1
Ibα
Ibβ
GPIX
GPV
Trombastenia de 
Glanzmann:
No agregación en 
respuesta a agonistas
Respuesta reducida 
a colágeno Síndrome de Scott:
Conversión de 
protrombina disminuída
Síndrome de Bernard 
Soulier:
No adhesión a vWF y 
respuesta anormal a la 
trombina
Enfermedad de vW de 
tipo plaquetario:
Fijación espontánea de 
vWf a la GPIbα
Respuesta alterada a 
estímulos:
ADP (PY12), TXA2 
(TPα), 5-HT, PAF, 
adrenalina…
Respuesta reducida 
a colágeno
αIIbβ3
GP IV GP VI
CD9
α2β1
α6β1
α5β1
Ibα
Ibβ
GPIX
GPV
Gránulos α:
Síndrome de plaquetas 
grises, Quebec…
Enzimas:
Ciclooxigenasa, TXA2
sintetasa, lipooxigenasa…
Gránulos densos:
Hermnsky-Pudlak, 
Chediak-Higashi, 
Griscelli…
Citoesqueleto:
MYH9, síndrome de 
las plaquetas 
gigantes, Síndrome 
de Wiskott-Aldrich
Metabolismo:
Glucógeno sintetasa, 
producción de ATP
Rutas de 
señalización:
Proteínas G (Gαq, 
Gα12), Fosfolipasas, 
quinasas
B.
A.
 
Fig. 4. Enfermedades congénitas de etiología plaquetaria. (A) Enfermedades 
asociadas a déficits en proteínas de membrana. (B) Enfermedades asociadas a 
déficits en proteínas intracelulares. Adaptado a partir de Nurden y Nurden, 2008. 
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2.1. Tromboastenia de Glanzmann (GT). 
La tromboastenia de Glanzmann (GT) es un trastorno hemorrágico 
hereditario de carácter autosómico recesivo, asociado al déficit cualitativo o 
cuantitativo de la integrina αIIbβ3 o receptor de fibrinógeno. La GT es una 
enfermedad rara aunque ampliamente distribuida. Descrita por Glanzmann en 
1918, se caracteriza por la incapacidad de las plaquetas para unir fibrinógeno y 
agregarse en respuesta a agonistas fisiológicos (Caen et al., 1966; George et 
al., 1990). 
La diátesis hemorrágica de la GT puede manifestarse desde los primeros 
días de vida, con púrpuras, petequias, epistaxis, o hemorragia gingival. Los 
pacientes presentan un tiempo de hemorragia prolongado, retracción del 
coágulo alterada o ausente, y las plaquetas tienen nulo o bajo contenido de 
fibrinógeno intraplaquetario. El número, morfología, tamaño de las plaquetas y 
respuesta a ristocetina son normales. Los niveles de receptor en superficie 
suelen ser valorados por citometría de flujo con anticuerpos específicos. 
Cuando la alteración del receptor es cualitativa, el estudio de la unión del 
fibrinógeno permite evaluar la capacidad funcional del receptor. Los portadores 
heterocigotos poseen una disminución del 50-60% en los niveles de αIIbβ3, 
pero no presentan trastornos hemorrágicos y tienen una función plaquetaria 
prácticamente normal. Los pacientes de GT no están protegidos frente a la 
arterioesclerosis (Shpilberg et al., 2002).  
La subunidad β3 de la integrina αIIbβ3 forma parte también del receptor de 
vitronectina (αvβ3), que se expresa en células endoteliales, osteoclastos, 
fibroblastos, monocitos y linfocitos B activados; su expresión en plaquetas es 
relativamente baja. Los pacientes de GT en los que la subunidad afectada es la 
β3 carecen también de αvβ3. Sin embargo, no está claro si estos pacientes 
muestran rasgos fenotípicos distintivos. Aunque este receptor está implicado en 
procesos como la angiogénesis, no existen evidencias de desarrollo vascular 
alterado, abortos espontáneos o susceptibilidad al cáncer (Nurden y Nurden, 
2008). 
La GT se ha clasificado en tres grupos en función del tipo de déficit 
diagnosticado, que se distinguen por la capacidad de retracción del coágulo y 
el contenido plaquetario de αIIbβ3 (George et al., 1990). En el tipo I, la 
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retracción del coágulo es nula y los niveles de αIIbβ3 son inferiores al 5% del 
contenido normal; en el tipo II, la retracción del coágulo puede ser normal, pero 
el contenido del receptor es sólo de un 10-20%; finalmente, los casos 
clasificados como “variantes” se deben a un déficit cualitativo de la integrina, 
pudiendo ser la retracción del coágulo ausente o normal y los niveles de 
receptor normales o casi normales. 
Los genes ITGA2B e ITGB3 codifican para las subunidades αIIb y β3 de la 
integrina, respectivamente; constan de 30 y 15 exones y tienen un tamaño de 
17 y 46 Kbps, localizándose ambos en 17q21-23. Se han identificado 
numerosas mutaciones en ambos genes. En poblaciones con mayor tasa de 
cruces consanguíneos se ha reportado una mayor frecuencia de mutaciones 
concretas, como en la población judía de Israel y en grupos de etnia gitana en 
Francia (Seligsohn y Rososhansky, 1984; Schlegel et al., 1995). El elevado 
número de casos estudiados ha permitido en la actualidad la realización de 
estudios poblacionales (Peretz et al., 2006). Las mutaciones más habituales 
son las sin sentido y las localizadas en regiones diana durante del 
procesamiento del mRNA, pero también se han descrito  mutaciones que dan 
lugar a un cambio aminoacídico (Base de datos de GT: 
http://sinaicentral.mssm.edu/itranet/research/glanzmann). Alguna de estas 
mutaciones familiares ha sido de gran utilidad para el estudio del mecanismo 
de activación de las plaquetas y su papel en un entorno hemostático complejo. 
Además, cada nuevo caso constituye en sí mismo un modelo de gran utilidad 
para analizar la relación estructura-función del receptor de fibrinógeno y 
entender la biología de las integrinas. 
Cuando el riesgo hemorrágico puede comprometer la vida, el tratamiento 
más generalizado es la transfusión de plaquetas; en los casos de sangrado 
local, como las epistaxis, se puede aplicar el taponamiento o el tratamiento con 
“pegamento” de fibrina autóloga. La menorragia puede ser tratada con 
anticonceptivos orales. El efecto secundario más comúnmente asociado a las 
transfusiones suele ser la autoinmunización, debida a la formación de 
anticuerpos frente a receptores ausentes en el paciente. En las hemorragias 
postraumáticas o de origen iatrogénico se puede utilizar la desmopresina, que 
aumenta la secreción de FvW por parte de las células endoteliales. 
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Recientemente, la administración de factor VIIa recombinante (rFVIIa) está 
dando buenos resultados, favoreciendo la formación de trombina y la red de 
fibrina en las zonas de daño vascular. En pacientes de edad más avanzada, el 
FVIIa se ha mostrado insuficiente para controlar la angiodisplasia con sangrado 
gastrointestinal; en estos casos, el tratamiento con somatostatina o derivados 
(como la octeotrida) tiene mejores resultados (Nurden y Nurden, 2008). 
 
3. Integrinas. 
La adhesión celular regula los fenómenos de migración, proliferación y 
diferenciación, que intervienen en procesos tales como el desarrollo 
embrionario, la transformación tumoral, la inflamación, la hemostasia y el 
reconocimiento inmune (Albelda y Buck, 1990). La adhesión celular está 
mediada por receptores de membrana que pertenecen a un limitado número de 
familias: integrinas (Hynes, 1992), cadherinas (Takeichi, 1991), selectinas 
(Lasky, 1992), inmunoglobulinas (Buck, 1992), moléculas relacionadas con 
CD44 (Kincade, 1992) y proteoglicanos transmembranares (Bernfield et al., 
1992). 
Las integrinas son una familia ubicua de receptores heterodiméricos (α/β) 
que intervienen en diversos procesos que requieren la interacción célula-matriz 
extracelular y célula-célula. Están formadas por una subunidad α (120-180 
KDa) y una subunidad β (90-110 KDa) asociadas de forma no covalente en una 
interacción dependiente de calcio. Estas subunidades son productos de 
distintos genes, cuya transcripción debe estar coordinada para lograr el 
correcto procesamiento y expresión en superficie del heterodímero (O'Toole et 
al., 1989). La mayoría de las células expresan en su superficie distintas 
integrinas. En mamíferos se han descrito 18 cadenas α y 8 cadenas β que 
heterodimerizan formando hasta 24 complejos distintos (Hynes, 2002). Las 
plaquetas expresan tres miembros de la subfamilia β1 (α11β1, αvβ1 y αvLβ1), 
que median su adhesión a proteínas de la matriz como colágeno, fibronectina y 
laminina, respectivamente, y dos miembros de la subfamilia β3 (αIIbβ3 y αvβ3). 
Los niveles de αvβ3 en plaquetas son muy bajos y no está clara su función in 
vivo. En cambio, la integrina αIIbβ3, cuyo principal ligando es el Fg, pero que 
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también fija vWF, fibronectina y vitronectina, es muy abundante y es esencial 
en el proceso de agregación plaquetaria (Bennett, 2005). 
3.1. Integrina αIIbβ3. 
La expresión de αIIbβ3 está prácticamente restringida a la línea 
megacariocítica. En la superficie de la plaqueta en reposo, se estima que hay 
en torno a 80.000 copias de receptor aunque, durante el proceso de secreción 
de los gránulos, nuevas copias se incorporan a la membrana en respuesta a la 
activación (Wagner et al., 1996; Niiya et al., 1987). En gran parte, el avance en 
el conocimiento de su estructura y función procede de los estudios de 
cristalografía del dominio extracelular tanto de αIIbβ3 como de la similar αvβ3, 
que revelaron que en condiciones de reposo o estado de baja afinidad por el 
ligando se encuentra plegada sobre sí misma (Xiao et al., 2004; Xiong et al., 
2001) (Fig. 5). En condiciones en las que el receptor se encuentra extendido, el 
dominio N-terminal de la subunidad α presenta una configuración de hélice-β, 
seguido de un dominio “muslo” (thigh) y dos dominios “pantorrilla” (calf). La 
zona por la que el receptor se pliega (α-genu, o knee) se localiza entre los 
dominios “muslo” y primera “pantorrilla”. En la subunidad β3, la región N-
terminal se pliega sobre sí misma dando lugar al dominio βA, donde se halla el 
denominado sitio MIDAS (sitio de adhesión dependiente de iones metálicos), 
seguido por un dominio PSI (plexina, semaforina, integrina), cuatro repeticiones 
EGF en tándem, y el dominio carboxiterminal único βTD. La interacción de las 
subunidades α y β a través de los dominios N-terminales de hélice-β y βA da 
lugar a un dominio “bolsillo” donde se fija el ligando (Bennett, 2005) (Fig. 5). 
 
 
 
Fig. 5. Estructura de la 
región extracelular de 
la integrina αvβ3. (A) 
Conformación plegada 
observada en cristales 
de la integrina. (B) 
Extensión de la 
estructura para revelar 
sus dominios.(Bennett, 
2005) 
A. B.
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En el megacariocito, los precursores de las cadenas αIIb y β3 se ensamblan 
rápidamente en el retículo endoplásmico (RE) tras su síntesis, y sufren una 
serie de modificaciones postraduccionales en el aparato de Golgi, donde la 
cadena pro-αIIb sufre un corte proteolítico que da lugar a las cadenas ligera y 
pesada (Duperray et al., 1987; Kolodziej et al., 1991). El péptido pro-αIIb 
adopta el típico plegamiento de la integrina en reposo incluso antes de 
dimerizar en el RE con la β3 que, por su parte, adopta dicha conformación sólo 
tras la dimerización. Este proceso de plegamiento es probablemente mediado 
por una chaperona del RE aún sin identificar y constituye el paso limitante en la 
biogénesis de la integrina, sin que los niveles de una u otra subunidad 
parezcan restringir su expresión (Mitchell et al., 2007). Por otra parte, se 
considera que el glicano unido al residuo 15 de la pro-αIIb, localizado en un 
lazo de la hélice-β, es esencial en el proceso de dimerización, probablemente 
induciendo la unión de la cadena con la chaperona de membrana del RE 
calnexina (Mitchell et al., 2006). 
3.2. Señalización bidireccional a través de la integrina αIIbβ3. 
Activación mediada por agonistas (señalización in-out).- 
Las integrinas juegan un importante papel en la señalización bidireccional 
con el medio extracelular (Hynes, 2002). Señales de origen intracelular (in-out) 
pueden modificar su conformación y estado de activación aumentando la 
afinidad por su ligando. Como ya hemos mencionado, la estructura plegada de 
la integrina se asocia a un estado de baja afinidad por el ligando, mientras que 
durante su activación y unión al sustrato se produce la extensión de la 
integrina. Esta extensión se acompaña de separación de los dominios de 
transmembrana (TM) (Liddington y Ginsberg, 2002; Adair et al., 2005). En la 
integrina en reposo, los dominios TM de las subunidades α y β forman hélices α 
que atraviesan la membrana muy próximas la una a la otra. En el 
mantenimiento de la proximidad de los dominios TM y de la conformación 
plegada de la integrina es esencial el puente salino entre los residuos Asp995 y 
Arg723, localizados en las regiones intracelulares de αIIb y β3, 
respectivamente (Fig. 6) (Liddington y Ginsberg, 2002). Mutaciones, tanto en el 
puente salino intracelular como en determinados residuos en las regiones de 
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transmembrana, que desestabilizan la interacción entre los dominios TM 
inducen un aumento de la afinidad del receptor por sus ligandos (Partridge et 
al., 2005; Luo et al., 2005). Aunque el mecanismo exacto de la activación se 
desconoce aún, se cree que en el estado inactivo los dominios TM y el dominio 
yuxtamembranar (dominio intracelular próximo a la membrana) de la β3 
permanecen embebidos en la membrana lipídica (Lau et al., 2008), y que la 
activación de la integrina implicaría el acortamiento de dicha región embebida y 
la salida de los residuos yuxtamembranares (Stefansson et al., 2004). Como 
consecuencia, el empaquetamiento de los dominios TM se vería alterado 
dando lugar a su separación (Partridge et al., 2005), siendo la transmisión de 
este reordenamiento al dominio extracelular lo que induciría el cambio 
conformacional que extiende y activa la integrina capacitándola para fijar 
ligando con alta afinidad. 
Fig. 6. Dominios de 
transmembrana (TM) y 
yuxtamembranar de la 
integrina αIIbβ3. (A) 
Secuencia aminoacídica 
de la región TM y 
yuxtamembranar. En 
negrita, los residuos que 
supuestamente marcan el 
final del dominio TM y los 
que forman el puente 
salino (Asp995-Arg723), 
englobado en rojo. (B) 
Estructura del dominio 
yuxtamembranar. 
Incluidos en recuadros, 
los residuos que forman 
el puente salino. 
Adaptado a partir de 
Vinogradova et al., 2002. 
 
La oligomerización de receptores es un mecanismo común en el 
ensamblaje de proteínas de membrana y puede intervenir en la regulación de 
su función. La secuencia GXXXG, que fue descrita como esencial en la 
interacción homomérica de los dominios TM de la glicoforina A (GpA), ha sido 
identificada como la más representada en las bases de datos de dominios TM 
(Bennett, 2005). Estudios recientes han mostrado evidencias de que los 
dominios TM de las subunidades αIIb y β3 tienden a homodimerizar y 
αIIb: IPIW 968 WVLVGVLGGLLLLTILVLAMW 988 KVGFFKR995
β3: PDI 693 LVVLLSVMGAI LLI GLAALLI W 715 KLL I T I HDRK 725
Dominio transmembrana Región apolar
A.
B.
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homotrimerizar, respectivamente, antes que a formar un heterodímero αβ en 
micelas de fosfolípidos (Li et al., 2001). Mutaciones que favorecen este patrón 
de homodimerización podrían por lo tanto inducir el reagrupamiento o clustering 
de la integrina y, en consecuencia, capacitarlo para fijar Fg de forma 
constitutiva y favorecer la señalización mediada por ligando (Li et al., 2004). 
Esta activación constitutiva podría estar relacionada con una mayor avidez por 
ligandos multivalentes como consecuencia del clustering, y no necesariamente 
con un incremento de la afinidad por los mismos (Luo et al., 2005). Apoyando 
esta posibilidad, se ha mostrado que el agrupamiento posterior a la activación 
de la integrina se asocia a una menor fuerza de unión al ligando (Hsieh et al., 
2006). Estos estudios sugieren, por tanto, que el reagrupamiento de integrinas, 
consecuencia del cambio conformacional inducido desde el dominio intracelular 
del receptor, no sería indispensable para la activación del receptor por señales 
intracelulares pero, probablemente, module la señalización hacia el interior de 
la célula. 
En general, el dominio citoplásmico de la subunidad β es necesario para la 
activación de las integrinas, mientras que en la mayoría de los casos, la 
subunidad α parece tener un papel regulador. Un elemento común en este 
proceso de activación es la unión de la talina al extremo C-terminal de la cola 
citoplasmática de la subunidad β. La talina es una proteína compuesta por un 
dominio globular de 47 KDa y una estructura de bastón de 190 KDa. La región 
globular contiene un dominio FERM (que presenta homologías con las 
proteínas 4.1, ezrina, radixina, y moesina) compuesto por los subdominios F1, 
F2 y F3. El dominio de unión a β3 se halla en la región FERM enmascarado por 
el dominio de bastón debido a interacciones inter e intraproteicas con la propia 
talina (Ginsberg et al., 2005). La activación de la talina, bien por proteolisis 
mediada por calpaína que libera los dominios de bastón y FERM, por la acción 
de fosfoinosítidos difosfato (PIP2), o por fosforilación en residuos de Ser/Thr, 
propicia la unión de su dominio FERM al dominio PTB (dominio de unión a 
fosfotirosinas) del extremo C-terminal de la β3 (Ratnikov et al., 2005). En un 
paso posterior, el dominio F3 de la región FERM interacciona con la región 
citosólica yuxtamembranar de β3, desestabilizando el puente salino entre las 
subunidades α y β. La interacción del dominio F3 con los grupos acídicos de 
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los lípidos de la membrana parece contribuir también en este proceso (Fig. 7). 
Como consecuencia de la interacción β3-talina se desestabiliza el 
empaquetamiento de los dominios TM de la integrina, que se separan y 
posibilitan el cambio conformacional de la integrina a un estado activo (Banno y 
Ginsberg, 2008). 
La activación de la talina y su unión al dominio citoplásmico de la subunidad 
β3 es el evento final común de la señalización mediada por agonistas. En este 
proceso tiene también un papel esencial la GTPasa Rap1, que necesita de la 
acción de RIAM (molécula adaptadora que interacciona con Rap1) para formar 
un complejo activador junto con la talina. La activación de Rap1 puede ser 
desencadenada por su GEF (factor intercambiador de GTP) o por la PKC 
(proteína quinasa C), como consecuencia del aumento de calcio intracelular y 
diacilglicerol, mensajeros secundarios comunes en la activación mediada por 
agonistas (Han et al., 2006). 
 
Fig. 7. Unión de talina al dominio citoplásmico de β3 y activación de la integrina. 
El dominio F3 de la talina se une al dominio PTB de la zona C-terminal de la 
subunidad β3. Posteriormente interacciona con los residuos de la región 
yuxtamembranar, desestabilizando el puente salino. La interacción con la membrana 
estabiliza la nueva conformación de los dominios TM transmitiendo el cambio 
estructural al exterior. De esta forma la integrina adopta su conformación activa. +/-: 
residuos implicados en el puente salino; MP: proximal a la membrana, MD: distal a la 
membrana, NPLY: Secuencia aminoacídica esencial para el reconocimiento por el 
dominio FERM. Adaptado a partir de Banno y Ginsberg, 2008. 
Introducción 
 
 41
Señalización dependiente de ligandos extracelulares (out-in).- 
La interacción de la integrina con su ligando induce, por un lado, el cambio 
conformacional del receptor que se transmite a la regiones de TM e intracelular, 
y por otro, desencadena el agrupamiento o clustering de receptores. Este 
agrupamiento podría deberse a la homooligomerización de las subunidades 
activadas (Partridge et al., 2005) o a la difusión lateral de las integrinas 
inducido por el ligando (Wiseman et al., 2004). Actualmente, no está aún claro 
el proceso de regulación de este fenómeno, un trabajo reciente con la integrina 
αvβ3 sugiere que el fenómeno de clustering requiere tanto el ligando 
inmovilizado como la existencia de una señalización intracelular que mantenga 
activa la integrina (Cluzel et al., 2005). El agrupamiento de integrinas parece 
favorecer la señalización y fosforilación de proteínas intracelulares, fenómeno 
que se ve incrementado por ligandos multivalentes frente a los monovalente 
(Wiseman et al., 2004; Arias-Salgado et al., 2003). 
A. C.B.
SH3
SH2
pTyr416
pTyr529
Quinasa
Fosfatasa Fibrinógeno
 
Fig. 8. Señalización out-in. (A) La c-Src inactiva (pY529) permanece unida a Csk. (B) 
La unión del ligando induce la activación de la integrina, el agrupamiento de 
receptores, y la liberación de Csk. (C) La PTP1B defosforila el residuo Tyr529 y 
permite la autofosforilación de de c-Src, su despliegue y activación. 
 
Se han descrito varias proteínas sin actividad enzimática intrínseca que 
podrían interaccionar con el dominio citoplásmico de las integrinas (Liu et al., 
2000) pero, en los últimos años, la atención se ha centrado en proteínas 
quinasas y fosfatasas que se asocian directamente con integrinas (Ginsberg et 
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al., 2005). Entre ellas, destacan las proteínas quinasas de la familia de Src 
(SFKs), necesarias para las respuestas celulares mediadas por integrinas, 
como adhesión, migración, y cierre de heridas. La proteína Src interacciona 
directamente con la zona C-terminal de la integrina β3 a través de su dominio 
SH3, sin interferir con la región de unión a la talina (Fig. 8). A su vez está 
asociada a la proteína Csk, que mantiene bloqueada su actividad mediante la 
fosforilación del residuo Tyr529. La unión de la integrina a su ligando y el 
consecuente agrupamiento de receptores induce la liberación de Csk, lo que 
permite el reclutamiento de la fosfatasa PTP-1B, que defosforila el residuo 
Tyr529 de Src, permitiendo su autofosforilación en Tyr416, despliegue y 
activación (Arias-Salgado et al., 2003; Arias-Salgado et al., 2005). Src parece 
estar implicada después en la fosforilación de la subunidad β3 en sus tirosinas 
747 y 759, lo que desencadena la activación de proteínas señalizadoras y 
reclutamiento de los componentes de los contactos focales primero y focos de 
adhesión después, que interconectan las integrinas con el citoesqueleto. A su 
vez, la señalización da lugar a la activación de GTPasas de la familia de las 
Rho, como Rac y Cdc42, que favorecen la extensión celular y polimerización de 
actina. Por último, y en un proceso que parece estar regulado por el aumento 
sostenido de calcio intracelular y activación de la calpaína, se produce la 
activación de la GTPasa RhoA, que estimula la maquinaria retráctil celular 
favoreciendo la formación de fibras de estrés y la retracción del coágulo 
(Flevaris et al., 2007). 
 
4. Fibrinógeno y polimerización de fibrina. 
El fibrinógeno y la fibrina componen el armazón proteico de la coagulación. 
En la hemostasia primaria, el fibrinógeno es la molécula que actúa como 
puente principal entre las plaquetas, posibilitando la agregación y formación del 
tapón plaquetario. La trombina, generada en la cascada de la coagulación, 
convierte el fibrinógeno en fibrina, componente de la red insoluble que 
estabiliza el coágulo y determina su forma, flexibilidad y estabilidad. La fibrina 
también funciona creando una estructura propicia que promueve el crecimiento 
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y la motilidad celular en procesos como la cicatrización de heridas o la 
angiogénesis (Lord, 2007).  
Fibrinopéptidos
A y B
Aα 148-160
γ 312-324
Gln 328
Gln 366 Lys 508
Lys 406
Glu 398-399
95-RGDF-98
572-RGDS-575
400-HHLGGAKQAGDV-411
Dominio D Dominio DDominio E
Dominio αC
Cadena Aα Dominio de unión a 
integrinas
Región de corte 
por trombina
Región de corte 
por plasmina
Dominios 
funcionales
Residuos donadores y 
aceptores de grupos 
amino
(entrecruzamiento 
mediado por FXIII)
Cadena Bβ
Cadena γ
 
Fig. 9. Estructura de la molécula de fibrinógeno. Representación esquemática de la 
molécula de fibrinógeno y sus dominios funcionales implicados en la agregación 
plaquetaria, polimerización, estabilización del coágulo mediada por FXIII, y fibrinolisis. 
 
El fibrinógeno es un hexámero bivalente de 340 KDa que circula a una 
concentración de 1,5-3 mg/ml en sangre. Está compuesto por tres pares de 
cadenas polipeptídicas, Aα, Bβ y γ, que forman un complejo con una estructura 
alargada y tres nódulos globulares (Fig. 9). Del nódulo E central, formado por 
los dominios N-terminales de las seis subunidades, emergen dos cadenas 
enrolladas en espiral que terminan en los nódulos distales, denominados D. En 
estos nódulos se encuentran sólo las regiones C-terminales de las cadena Bβ y 
γ, mientras que la de la cadena Aα, que se denomina dominio αC, se repliega 
hacia atrás sobre la proteína, en dirección al dominio central (Mosesson, 2005). 
Polimerización de fibrina.- La cascada de la coagulación puede iniciarse 
por la exposición de factores del subendotelio, como el quininógeno de alto 
peso molecular y/o factor XII (vía intrínseca), o por la exposición en la 
superficie de algunas células del factor tisular (vía extrínseca) y, en cualquiera 
de los dos casos, da lugar a la formación de trombina activa a partir de la 
protrombina. La formación de trombina en los estadíos iniciales de la 
hemostasia es muy baja, y aumenta notablemente en respuesta a la activación 
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plaquetaria (Wolberg, 2007). La trombina cataliza la conversión de fibrinógeno 
en fibrina, con la liberación sucesiva del fibrinopéptido A (FpA) del fragmento N-
terminal de la cadena Aα y del FpB de la cadena Bβ. Esta proteolisis deja 
expuestos los sitios A y B en el dominio E central, que interaccionan con los 
denominados a y b en los dominios D, respectivamente, lo que da lugar a la 
formación de protofibrillas de fibrina (Fig. 10). De forma prácticamente 
simultánea tiene lugar la denominada agregación lateral, como resultado de la 
interacción homotípica de los dominios αC que se separan del nódulo E tras la 
proteolisis de los FpB (Figs. 9 y 10). La trombina cataliza a su vez la activación 
del factor XIII plasmático (FXIIIp), tetrámero A2B2 que circula por el plasma 
unido al fibrinógeno. La acción de la proteasa libera las subunidades B 
inhibidoras, y el dímero A2 cataliza la formación de puentes isopeptídicos entre 
los dominios C-terminales de las cadenas γ y también entre los dominios αC. 
La formación de estos enlaces covalentes confiere mayor estabilidad al coágulo 
y lo hace más resistentes a la fibrinolisis (Mosesson, 2005) (Lord, 2007). 
Dominios A y B
Bolsillos a y b
Interacciones A:a
Interacciones B:b
Agregación lateral 
(dominios α)
A. B.
C.
 
Fig. 10. Polimerización de la fibrina. (A) La trombina cataliza la liberación de los 
fibrinopéptidos A y B, dejando expuestos los sitios a y b, y permitiendo la liberación de 
los dominios αC. (B) La interacción A:a y B:b permite la formación de protofibrillas de 
fibrina. (C) La interacción entre los dominios αC es la responsables de la agregación 
lateral de las protofibrillas, lo que permite la ramificación de las fibras. Adaptado a 
partir de Lord, 2007. 
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5. Enfermedades congénitas asociadas a variaciones en la molécula 
del fibrinógeno. 
Los defectos congénitos en la molécula del fibrinógeno se clasifican 
tradicionalmente en función de la cantidad de fibrinógeno circulante. Los 
defectos de tipo I (hipo y afibrinogenemias) se deben a niveles bajos o 
ausencia completa de fibrinógeno inmunorreactivo circulante. Las anomalías de 
tipo II (disfibrinogenemias) son debidas a un déficit funcional de la molécula y 
cursan con niveles normales o bajos de fibrinógeno antigénico frente a niveles 
disminuidos de fibrinógeno funcional (Asselta et al., 2006). 
Las deficiencias cuantitativas de fibrinógeno suelen ser debidas a 
mutaciones que alteran cualquiera de los procesos implicados en la expresión y 
ensamblaje de la proteína (Maghzal et al., 2004). Se heredan de forma 
autosómica recesiva y su penetrancia no es completa, por lo que hay cierta 
variabilidad en sus manifestaciones asociadas. La tendencia a la hemorragia 
en los pacientes afibrinogenémicos es de severidad variable, siendo el síntoma 
más típico el sangrado de cordón umbilical, aunque también son habituales las 
hemorragias de mucosas y articulaciones y los hematomas (Lak et al., 1999). 
En los casos de hipofibrinogenemias el sangrado suele ser más leve, asociado 
a traumas o cirugía y, en raras ocasiones, espontáneo. Tanto las hipo como las 
afibrinogenemias están asociadas a abortos espontáneos y hemorragias 
previas y posteriores al parto (Frenkel et al., 2004).  
Las disfibrinogenemias se definen como alteraciones estructurales del 
fibrinógeno, tengan o no manifestaciones funcionales, y sean o no de origen 
congénito. Las disfibrinogenemias adquiridas pueden ser causadas por un 
grupo muy heterogéneo de factores subyacentes, normalmente asociados a 
problemas hepáticos. Hasta la fecha, se han descrito más de 350 casos de 
disfibrinogenemias congénitas (http://www.geht.org/databaseang/fibrinogen/), la 
mayoría asociadas a mutaciones puntuales en alguna de las cadenas del 
fibrinógeno. El fenotipo clínico que presentan es muy heterogéneo; cerca de la 
mitad de los casos son asintomáticos, un 25% tienen tendencia al sangrado, y 
otro 25% cursa con trombosis, con o sin hemorragias (Hayes, 2002). 
El estudio de la fenomenología asociada a los casos de disfibrinogenemia, 
además de contribuir al estudio de la relación estructura-función de la molécula, 
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está proporcionando valiosa información sobre el papel del fibrinógeno en los 
procesos de hemostasia y trombosis. 
 
6. Factor XIII (FXIII) y actividad transglutaminasa. 
El factor XIII (FXIII) es una transglutaminasa que circula asociada al 
fibrinógeno y que actúa al final de la cascada de la coagulación estabilizando el 
coágulo de fibrina. Asimismo se expresa en el citoplasma de monocitos y, 
sobre todo, en plaquetas, donde su función aún no está clara. 
 
 
Fig. 11. Actividad 
transglutaminasa. Las 
transglutaminasas 
pueden catalizar 
reacciones de 
“entrecruzamiento” de 
proteínas, mediante 
enlaces covalentes (i), 
modificarlas mediante la 
incorporación de 
aminas (ii), o por 
acilación (iii). Adaptado 
a partir de Lorand y 
Graham, 2003. 
 
El FXIII es miembro de la familia de transglutaminasas (TGs), enzimas 
dependientes de calcio que catalizan el entrecruzamiento (cross-linking) de 
moléculas, formando uniones covalentes entre grupos γ-carboxilo y ε-amino de 
residuos de glutamina y lisina, respectivamente (Lorand y Graham, 2003) (Fig. 
11). Además de entrecruzamientos, su actividad puede dar lugar a la 
incorporación de grupos amino (H2NR) en residuos de glutamina de la proteína 
receptora (Kang et al., 1998) y, por otra parte, se ha sugerido que otras 
modificaciones post-traduccionales mediadas por transglutaminasas, como 
deamidación y esterificación (Shan et al., 2002) podrían tener también 
importantes consecuencias biológicas. En humanos existen, al menos, ocho 
formas de TGs, con una organización estructural génica bastante similar. Sin 
embargo, sus secuencias reguladoras 5’ y mecanismos de regulación 
transcripcional no son homólogos, lo cual es consistente con las diferencias en 
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su expresión durante el desarrollo y en los diferentes tejidos. Los componentes 
de esta familia pueden distinguirse por sus propiedades físicas, distribución por 
tejidos, localización y mecanismos de activación, y especificidad de substratos. 
Las TGs están implicadas en la remodelación del cartílago y osificación, 
desarrollo del corazón, pulmón, glándulas salivares, y sistema nervioso central 
y periférico, hematopoyesis y espermatogénesis, y reparación tisular. 
Mutaciones en los genes de la TG1 y de la denominada band 4.2 se asocian a 
enfermedades severas de la piel y anemia hemolítica, por anomalías en la 
envuelta celular y membrana del eritrocito, respectivamente. La TG3 es 
también esencial para la maduración e integridad de la piel. Sin embargo, la 
función biológica de otros miembros de la familia, como la TG2, de distribución 
ubicua y con capacidad para fijar GDP/GTP, es probablemente más diversa y 
aún no se han hallado enfermedades humanas asociadas a su déficit. Esto 
podría deberse a redundancia entre su acción y las de otras TGs aún no 
caracterizadas (TG5, TG6 y TG7) (Lorand y Graham, 2003). 
6.1. FXIII plasmático (FXIIIp). 
El FXIIIp es un heterotetrámero formado por dos subunidades A de 83 KDa 
y dos subunidades B de 80 KDa (A2B2) unidas por enlaces no covalentes. La 
subunidad A contiene el dominio catalítico y la B tiene las funciones de 
transportador y proteína reguladora. El FXIIIp es un zimógeno que circula 
asociado al fibrinógeno y que, tras ser activado por calcio y trombina (Fig. 12), 
se convierte en una transglutaminasa que estabiliza el coágulo de fibrina 
formando uniones covalentes entre moléculas de fibrina adyacentes (Muszbek 
et al., 1999). Estos enlaces tienen lugar entre los residuos Gln398 y Lys406 de 
la cadena γ  generando dímeros, y entre los residuos Gln328 y Gln366, con los 
residuos Lys508 de otras cadenas α formando polímeros de cadenas α (Fig. 
10). Otras reacciones de transglutaminación dependientes del FXIIIp conducen 
a la unión de fibrina y α2-antiplasmina, que regula negativamente las vías 
fibrinolíticas; y a la formación de enlaces covalentes entre fibrina y fibronectina 
con las integrina αvβ3 y αIIbβ3, que contribuye a la estabilización del trombo 
(Ichinose, 2001). 
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Fig. 12. Proceso de 
activación del FXIIIp. 
Durante el proceso de 
activación del FXIII las 
subunidades A2 sufren 
un corte proteolítico en el 
péptido activador 
mediado por trombina. 
Posteriormente, el calcio 
posibilita la disociación 
de las subunidades B y 
activación del dímero A2. 
 
El FXIIIp tiene un papel importante en la reparación de tejidos y 
cicatrización de las heridas (Inbal A, 2006;). Participa en el “entrecruzamiento” 
de proteínas de la matriz extracelular como la fibronectina y el colágeno, 
estimula la migración y la proliferación de fibroblastos, y modula la migración y 
fagocitosis de macrófagos (Dardik et al., 2005). Además, se ha demostrado que 
es importante en el mantenimiento del embarazo; su déficit puede cursar con 
abortos espontáneos por defecto del anidamiento del embrión (Ichinose et al., 
2005; Asahina et al., 2000). 
6.2. FXIII celular (FXIIIc). 
El FXIII también está presente como dímero A2 en el citoplasma de 
plaquetas y monocitos, donde puede ser activado por bajas concentraciones de 
calcio en ausencia de trombina. En estas células se supone que representa la 
principal actividad transglutaminasa. Desde hace tiempo se sabe que las 
plaquetas contienen gran cantidad de FXIIIc (150 veces más por volumen que 
el plasma), mientras que la concentración de FXIIIc en monocitos es un orden 
de magnitud menor que en plaquetas (Kiesselbach y Wagner, 1972). Aunque 
desde entonces ha sido tema de estudio, el papel del FXIIIc en plaquetas y 
monocitos/macrófagos es hoy una cuestión abierta y muy discutida sin que se 
conozca el significado fisiológico de su sobreexpresión en estas células. Entre 
otras cuestiones, aunque se admite que el FXIIIp procede de las plaquetas, se 
desconoce cómo se secreta ya que la proteína carece de secuencia señal y no 
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se ha podido demostrar que células transfectadas lo secreten al medio de 
cultivo por la ruta secretora clásica (Kaetsu et al., 1996). Tampoco se ha podido 
establecer cómo se redistribuye el FXIII durante la activación plaquetaria, ni la 
procedencia del FXIII-A que se detecta en la superficie de plaquetas activadas 
de pacientes con enfermedad vascular periférica (Devine y Bishop, 1996). 
Además de las proteínas de la coagulación y sistema fibrinolítico, 
determinadas proteínas del citoesqueleto son también substratos del FXIIIc, 
entre ellas, la actina, miosina, vinculina y la hsp27. Algunos autores han 
sugerido que el FXIII-A está regulado por la hsp27 y que su interacción podría 
ser crucial en la agregación plaquetaria y trombogénesis (Devine y Bishop, 
1996; Polanowska-Grabowska y Gear, 2000). 
La movilización de calcio intracelular es un evento esencial en el proceso de 
activación plaquetaria inducida por un amplio rango de estímulos (Jackson et 
al., 2003). Durante los procesos de adhesión y agregación plaquetarias, el flujo 
de calcio citosólico puede mantenerse durante períodos de hasta 60 minutos. 
Trabajos recientes han proporcionado evidencias sobre la participación del 
FXIIIc activado por calcio en funciones concretas de la plaqueta. Se ha 
demostrado que durante la agregación plaquetaria el FXIIIc utiliza serotonina 
para transamidar pequeñas GTPasas (serotonilación), como RhoA y Rab4 
(Walther et al., 2003), y que esta transamidación dificultaría el cambio de GTP 
por GDP, lo que mantendría a estas GTPasas en un estado de activación 
constitutiva. Este mecanismo constituiría una vía de señalización independiente 
del receptor de serotonina, que desencadenaría la exocitosis del contenido de 
los gránulos α durante el proceso de agregación. La transglutaminación de 
GTPasas pequeñas no es exclusiva de plaquetas, pues se ha descrito que la 
transamidación de RhoA dependiente de TG2 regula la reorganización del 
citoesqueleto y desencadena una ruta de señalización que activa las MAP 
kinasas ERK 1/2, p38α y JNK1, y conduce a la diferenciación neuronal inducida 
por ácido retinoico (Singh et al., 2003). Por otra parte, los datos aportados por 
Kulkarni y Jackson (Kulkarni y Jackson, 2004) sugieren que la activación del 
FXIII plaquetario como consecuencia del aumento de calcio intracelular 
regularía negativamente las funciones adhesivas del receptor de fibrinógeno, 
limitando la formación de agregados y trombos; pero, por otra parte, 
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favorecería la liberación de partículas con fosfatidilserina en su superficie, con 
el consiguiente efecto protrombótico. 
El papel del FXIIIc en monocitos y macrófagos, así como en una 
subpoblación de células dendríticas de procedencia mieloide, también se 
desconoce en gran medida. Recientemente, en los monocitos de pacientes con 
hipertensión, se ha relacionado la actividad transglutaminasa del FXIIIc con los 
niveles elevados de dímeros del receptor de angiotensina AT1. Esto podría 
explicar el mayor efecto de la angiotensina en la adhesión de monocitos a 
células endoteliales que se observa en estos pacientes (AbdAlla S, 2004 ). Por 
otra parte, la capacidad del FXIII del plasma para modular la migración de los 
macrófagos in vivo en matrices de fibrina-fibronectina se conoce desde hace 
tiempo (Lanir et al., 1988). Más recientemente, se ha reportado que el FXIIIc 
tiene un papel en la función de fagocitosis de monocitos/macrófagos (Sarvary 
et al., 2004), y también ha sido identificado como un marcador de la activación 
alternativa de los macrófagos (Torocsik et al., 2005). Dado el importante papel 
de los macrófagos en la reparación tisular, la capacidad del FXIII para modular 
las funciones de estas células explicaría en parte su papel en este proceso. 
Estos hallazgos sugieren que parte de los efectos tradicionalmente atribuidos al 
FXIII del plasma son debidos al FXIIIc. 
Las células dendríticas (DCs) derivan de progenitores presentes en la 
médula ósea a través de intermediarios aún no bien caracterizados. Las DCs 
representan una población heterogénea que incluye precursores 
hematopoyéticos, DCs inmaduras en los tejidos periféricos, y DCs maduras en 
los órganos linfoides secundarios. In vitro, los monocitos de la sangre pueden 
ser inducidos para su diferenciación a DCs funcionales cuando se cultivan en 
presencia de las citoquinas IL-4 y GM-CSF (Sallusto y Lanzavecchia, 1994). 
Estas DCs pueden, a su vez, madurar en presencia de lipopolisacárido. Las 
DCs inmaduras están distribuidas por todo el organismo y son más abundantes 
en áreas de entrada de antígenos, como la piel, donde ejercen función 
centinela. Utilizando un anticuerpo policlonal se identificaron subpoblaciones de 
DCs inmaduras positivas para FXIII, localizadas preferentemente en la dermis, 
en las áreas intersticiales de los órganos sólidos y en las regiones 
interfoliculares de los nódulos linfáticos (Cerio et al., 1989; Nestle et al., 1993). 
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Estos datos están siendo revisados en la actualidad, y trabajos recientes 
indican que la expresión de FXIIIc identifica en la dermis una población de gran 
heterogeneidad, tanto fenotípica como funcional, y de marcada plasticidad 
entre DCs y macrófagos residentes de tejido (Zaba et al., 2007; Nestle y 
Nickoloff, 2007). El significado fisiopatológico de la expresión de FXIIIc en estas 
subpoblaciones celulares se desconoce y se ha sugerido que, más que 
representar un marcador específico de linaje, su expresión podría asociarse a 
un estado de activación celular alternativa inducida por la exposición de estas 
células a IL-4. Por otra parte, la presencia de FXIIIc podría indicar que estas 
células tienen un papel potencial en la remodelación tisular. 
Por último, evidencias recientes apuntan hacia la expresión atípica de la 
subunidad A intracelular como marcador de malignización celular (Kiss F, 
2007). Una característica asociada a las leucemias agudas es la 
desdiferenciación o aparición de fenotipos aberrantes con respecto a la línea 
originaria. En casos de leucemia mieloblástica aguda (AML), la sensibilidad y 
especificidad del FXIIIc como marcador sobrepasó la de los marcadores 
habituales de esta enfermedad. Por otra parte, en pacientes de leucemia 
linfoblástica aguda, un 40% de los casos presentó una expresión aberrante de 
esta transglutaminasa, sin que se haya podido identificar la causa o efecto de 
esta diferenciación en la población leucémica (Kiss F, 2007 ). 
6.3. Deficiencia de FXIII. 
El déficit congénito de FXIII es una enfermedad autosómica recesiva muy 
rara que afecta, aproximadamente, a uno de cada tres millones de individuos. 
Es probable que su incidencia esté subestimada, debido a su baja frecuencia y 
al hecho de que su diagnóstico no se incluya en los tests rutinarios de 
coagulación. La mayor parte de los pacientes presenta severa diátesis 
hemorrágica desde el nacimiento, con hemorragia umbilical postnatal, 
hematomas, hemorragias intramusculares y articulares, hemorragias 
postoperatorias, retraso en la cicatrización de las heridas, abortos espontáneos 
y hemorragias intracraneales; éstas últimas constituyen la principal causa de 
muerte. Generalmente, los síntomas hemorrágicos se manifiestan horas o días 
después del trauma, debido a la inestabilidad del coágulo de fibrina formado 
inicialmente. Sin embargo, la severidad de las manifestaciones clínicas puede 
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variar entre individuos y no siempre tienen lugar episodios hemorrágicos 
importantes durante las primeras semanas de vida. El tratamiento consiste 
normalmente en administración profiláctica de concentrado de FXIII cada 4-6 
semanas (Anwar y Miloszewski, 1999; Schroeder et al., 2007). 
La deficiencia del FXIIIp se debe a mutaciones en los genes de las 
subunidades A o B; hasta ahora, se han identificado sesenta y seis mutaciones 
en la subunidad A y cinco en la B, consistiendo casi todas en sustituciones de 
un único residuo que dan lugar a plegamiento defectuoso e inestabilidad de la 
proteína mutante (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php). El grave fenotipo 
que pueden presentar estos pacientes se atribuye al déficit del FXIIIp. En los 
pacientes con mutaciones en la subunidad A no se han constatado, hasta la 
fecha, manifestaciones o diferencias fenotípicas atribuibles a la ausencia de 
FXIIIc (Schroeder et al., 2007; Anwar y Miloszewski, 1999). Creemos que esto 
podría deberse, en parte, al escaso número de mutaciones en la subunidad B 
y, también, al severo fenotipo que conlleva la ausencia del FXIIIp y que podría 
enmascarar otras manifestaciones más leves. Apoyando esta idea, evidencias 
recientes sugieren que la expresión específica del FXIIIc en plaquetas y 
monocitos/macrófagos/células dendríticas podría tener relevancia 
fisiopatológica. En los últimos años se han identificado funciones celulares 
concretas en las que la actividad transglutaminasa del FXIIIc desempeña un 
papel esencial. Sin embargo, aún se desconoce su grado de participación en 
determinados procesos dependientes de la reorganización del citoesqueleto, 
como la adhesión, extensión y migración. 
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Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en el 
mundo desarrollado. Las plaquetas tienen un papel decisivo en la hemostasia, 
pero también en el desarrollo de la enfermedad trombótica e, incluso, en las 
primeras etapas de la aterogénesis. El receptor de fibrinógeno, la integrina 
αIIbβ3, es indispensable para una correcta agregación plaquetaria y su 
alteración puede asociarse a diátesis hemorrágica muy severa. Por otra parte, 
el tratamiento de las trombosis arteriales con inhibidores específicos de la 
integrina está reportando buenos resultados. 
 
Las integrinas son esenciales en la adhesión, migración y agregación 
celular, que son procesos implicados en el control del desarrollo, la progresión 
tumoral, la reparación tisular y la respuesta inmune. Los mecanismos, algunos 
comunes, por los que las integrinas regulan muchas de estas funciones no se 
conocen en su totalidad. El estudio de la estructura y función de la integrina 
αIIbβ3 en pacientes de tromboastenia de Glanzmann constituye, pues, un buen 
modelo para avanzar en el conocimiento no sólo de la agregación plaquetaria 
sino de la activación de las integrinas en general. 
 
La conversión del fibrinógeno en fibrina y su estabilización por la acción del 
factor XIII (FXIII) es también esencial en el proceso de la coagulación e, 
igualmente, se ha demostrado que la alteración de este sistema es un factor de 
riesgo en la enfermedad aterotrombótica. El fibrinógeno es una proteína 
grande, compleja y altamente polimórfica y, hasta la fecha, no se ha podido 
determinar en qué grado su nivel de expresión y su estructura participan tanto 
en la formación del tapón hemostático normal como en sus alteraciones 
patológicas. La heterogeneidad fenotípica de las disfibrinogenemias congénitas 
es una prueba de la complejidad que subyace al proceso de polimerización de 
fibrina; el estudio genético-funcional de las variantes de la molécula del 
fibrinógeno en estos casos puede, por tanto, proporcionar información de gran 
interés. 
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El FXIII plasmático (FXIII) es un tetrámero A2B2 con actividad 
transglutaminasa cuya principal función es estabilizar el coágulo de fibrina tras 
ser activado por trombina y calcio. El déficit congénito de FXIIIp es una 
enfermedad rara autosómica recesiva con fenotipo de diátesis hemorrágica y 
abortos espontáneos. La gran mayoría de los casos se asocia a mutaciones en 
la subunidad A. El FXIII también está presente como dímero A2 en el 
citoplasma de plaquetas y monocitos (FXIIIc), donde puede ser activado por 
bajas concentraciones de calcio en ausencia de trombina. En estas células 
parece representar la principal actividad transglutaminasa y es probable que 
intervenga en la remodelación del citoesqueleto asociada a los distintos 
estados de activación celular. Sin embargo, hasta ahora, se desconoce su 
participación real en la fisiopatología de plaquetas y monocitos. 
 
 
En base a lo expuesto, los objetivos generales de este trabajo fueron: 
 
1. El análisis genético molecular y funcional de variaciones en las 
moléculas de αIIbβ3 y fibrinógeno asociadas a fenotipos de 
tromboastenia de Glanzmann y disfibrinogenemia, respectivamente. 
Este estudio conlleva la identificación de las mutaciones asociadas a los 
distintos fenotipos y, por otra parte, de los mecanismos que dan lugar al déficit 
cuantitativo y/o cualitativo de la integrina o su ligando. 
 
2. El estudio de la función del factor XIII celular (FXIIIc). 
Utilizando plaquetas y monocitos carentes de FXIIIc y líneas celulares con 
sobreexpresión estable de dicho factor, nos propusimos: 1) analizar la 
distribución de la expresión del FXIIIc y estimar su grado de participación en la 
actividad transglutaminasa total de plaquetas y células dendríticas, y 2) estudiar 
su papel en la activación, propiedades adhesivas y motilidad celular. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 
1. Muestras de sangre total de pacientes y controles. 
Los pacientes fueron derivados de los servicios de hematología del Hospital 
Sainte-Justine (Montreal, Canadá), Hospital Universitario La Paz (Madrid), y 
Hospital Universitario de Nuestra Señora de la Candelaria (Santa Cruz de 
Tenerife). Las muestras de sangre periférica, tratadas con citrato, fueron 
extraídas en los servicios de hematología con el consentimiento expreso de los 
pacientes y/o familiares, siguiendo las directrices de la declaración de Helsinki 
(1997). Las muestras controles, procedentes de individuos sanos fueron 
extraídas durante análisis bioquímicos de rutina en el laboratorio de la Clínica 
San Francisco de Asís (Madrid). 
 
2. Detección de mutaciones y polimorfismos. 
2.1. Extracción del RNA total de plaquetas. 
La sangre total se centrifugó a 150 g durante 20 minutos sin freno 
separando a continuación la parte superior del plasma rico en plaquetas (PRP). 
Las plaquetas se precipitaron a 500g y se retiró el sobrenadante o plasma 
pobre en plaquetas (PPP). La extracción de RNA total se realizó siguiendo el 
protocolo de Chomczynski y Sacchi (Chomczynski y Sacchi, 1987): las 
plaquetas se resuspenden en un tampón de lisis (isotiocianato de guanidinio 
4M, citrato sódico 25 mM pH 7, 0,5% sarcosil, 0.72% β-mercaptoetanol), se 
añade después acetato sódico 2M pH 4 (concentración final 10%) y, a 
continuación, un volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (50:49:1). Tras 
mezclar con vórtex, el lisado se incuba 20 minutos a 4 ºC y, posteriormente, se 
centrifuga a 10.000g durante 20 minutos a 4 ºC. El sobrenadante se traspasa a 
otro tubo y se realiza una primera precipitación con un volumen de isopropanol. 
Tras centrifugar la mezcla, se resuspende el pellet en tampón de lisis y se 
realiza una segunda precipitación con un volumen de isopropanol. El 
precipitado final de RNA se lava en etanol al 70% y por último se seca a 
temperatura ambiente y se resuspende en agua libre de nucleasas. El RNA 
total se cuantificó por espectrofotometría y su integridad se comprobó mediante 
Nuevos avances en el conocimiento de la fisiopatología de la plaqueta 
 
 60 
la visualización del RNA ribosómico en geles de agarosa teñidos con bromuro 
de etidio. 
2.2. Extracción de DNA genómico. 
Para la obtención de DNA genómico (gDNA) a partir de sangre total, en 
primer lugar se lisaron los hematíes con un tampón hipotónico (NH4Cl 0,5 M, 
KHCO3 0,01 M, EDTA 0,1 mM) mediante sucesivas incubaciones de 15 
minutos en hielo y lavados por centrifugación. El pellet celular libre de hematíes 
se lisó en un tampón de digestión (NaCl 100 mM, Tris-ClH pH 8 10 mM, EDTA 
pH 8 25 mM, SDS 1%, proteinasa K 2 mg/ml) a 50 ºC durante 12-24 horas, tras 
lo cual se precipitó el DNA con 1/2 volumen de acetato amónico y uno de 
isopropanol. Después de retirar el exceso de sales mediante lavados con 
etanol al 70%, el gDNA se resuspendió en agua estéril. 
2.3. Amplificación y secuenciación de los genes ITGA2B, ITGB3, FGA y 
F13A1. 
Los mRNAs de los genes ITGA2B, ITGB3, FGA, y F13A1 se amplificaron 
con oligonucleótidos específicos (Tabla 1) mediante la reacción en cadena de 
la polimerasa tras un ciclo de transcripción en reverso (RT-PCR) con el Kit 
Retrotools (Biotools, Madrid). Las regiones de gDNA de interés se amplificaron 
con oligonucleótidos específicos (Tabla 2) utilizando el enzima EcoTaq 
(Ecogen, Madrid). 
El tamaño de los productos de amplificación se verificó mediante 
electroforesis en gel de agarosa y tinción con bromuro de etidio. La extracción 
del DNA se realizó con el Kit GeneClean (Q-BIOgene, Heidelberg, Alemania) y, 
tras comprobar la cantidad e integridad del mismo en un gel de agarosa, se 
analizó su secuencia con oligonucleótidos específicos en un secuenciador 
automático. 
 
3. Análisis de la expresión de mRNA. 
La determinación de los niveles relativos de expresión de mRNA se realizó 
mediante RT-PCR semicuantitativa, en condiciones establecidas de número de 
ciclos y cantidad de RNA templado en las que la relación entre los niveles de 
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amplificación y número de ciclos mantenía la linealidad. Las amplificaciones se 
realizaron partiendo de cantidades de RNA total normalizadas (entre 0,25-1,0 
μg por reacción). Los productos de PCR se resolvieron en geles de agarosa y 
se visualizaron mediante tinción con bromuro de etidio. 
 
Tabla 1: Oligonucleótidos (oligos) específicos de cDNA. Nomenclatura de los oligos: 
Gen. Posición con respecto al nucleótido +1.Sentido/Antisentido. IIb: ITGA2B; : IIIa: 
ITGB3; FGA: Cadena Aα del fibrinógeno; FXIIIA: F13A; ACTB: β-actina; S: Sentido; 
AS: Antisentido. 
 
Nombre oligo Gen Referencia Secuencia (5’?3’) 
FGA793S FGA - CCAGAGTGGAAGGCATTAACAGAC 
FGA880AS FGA - AGAGTTCCAGCTTCCAGCACTGC 
F13A82S F13A - GACCTTGTAAAGTCAAAAATGTC 
F13A975AS F13A - ATGTCAACGCTTCCAGTCCAG 
F13A897S F13A - TGGTGAATGCCAAAGATGACG 
F13A2313AS F13A - CCAAATGCCAGGGTTCATCTC 
F13A.423.S F13A - GTCTGTGCGGCTGTCCATC 
F13.707.AS F13A - AGGATGCCATCTTCAAACTG 
IIb.14S ITGA2B (González-Manchón et al., 1999) GTTGTGGAAGAAGGAAGATGG 
IIb.877S ITGA2B (González-Manchón et al., 1999) TATTTTGGGCATTCAGTCGCTGTCA 
IIb.1525AS ITGA2B (González-Manchón et al., 1999) TTGTCATCGATGTCTACGGCACCT 
IIb.1995S ITGA2B (González-Manchón et al., 1999) AGTTGGGGCAGATAATGTCCT 
IIb.2116AS ITGA2B (González-Manchón et al., 1999) TCCTATCTGGGCGTTCTTCTT 
IIb.3185AS ITGA2B (González-Manchón et al., 1999) CAACCCTCCTGCTAGAATAGTG 
IIIa.5’S ITGB3 (González-Manchón et al., 1999) GCGGGAGGCGGACGAGAT 
IIIa.1148S ITGB3 (González-Manchón et al., 1999) TCAATGCCACCTGCCTCAACA 
IIIa.1423AS ITGB3 (González-Manchón et al., 1999) CAACGGCATACCCCACACTCA 
IIIa.1670S ITGB3 (González-Manchón et al., 1999) ACTGCAACTGTACCACGCGT 
IIIa.2368AS ITGB3 (González-Manchón et al., 1999) TGGCACAGGCTGATAATGATC 
TG2.285.S TG2 - GCAAGACTGCACCTCG 
βActin279S ACTB - CCAGATCATGTTTTGAGACCTTCA 
βActin442AS ACTB - GTACGGCCAGAGGCGTACA 
 
4. Estudio del procesamiento postranscripcional mediante exon-
trapping. 
El efecto teórico de las mutaciones identificadas en el procesamiento 
postranscripcional del mRNA se analizó mediante el programa en línea 
SPLICEVIEW (http://bioinfo.itb.cnr.it/oriel/splice-view.html). El estudio empírico 
se realizó utilizando el vector Exontrap (MoBiTec, Göttingen, Alemania), que 
contiene un marco abierto de lectura (ORF) controlado por un promotor que 
regula su expresión constitutiva. Dentro de una secuencia intrónica flanqueada 
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por dos exones, se encuentra el sitio con múltiples dianas de restricción donde 
se clonan los fragmentos genómicos a analizar. El procesamiento del 
fragmento de DNA se analiza transfectando células y extrayendo el RNA total 
48 horas después de la transfección. Mediante RT-PCR con oligonucleótidos 
complementarios a las secuencias de los exones del vector se amplifican las 
especies de mensajeros generadas por la maquinaria celular. Los productos de 
la reacción de RT-PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa 
y secuenciación directa o previa clonación. 
5. Análisis de la expresión proteica. 
5.1. Expresión en superficie por citometría de flujo. 
Las células y las plaquetas se resuspendieron en tampón fosfato salino 
(PBS) a una determinada concentración final según el caso y se incubaron con 
el anticuerpo primario específico en un volumen de 50-100 μl durante 20-30 
minutos a 4ºC. Tras un lavado con PBS, se incubaron con el anticuerpo 
secundario correspondiente conjugado con el fluoróforo Alexa-488 ó 647 
(dilución 1:500-1:1000) durante 20 minutos. Tras retirar el exceso de anticuerpo 
mediante lavado por centrifugación, se resuspendieron en 250-300 μl de PBS y 
se analizaron en un citómetro de flujo modelo EPICS XL. 
5.2. Análisis de western e inmunoprecipitación. 
Los extractos proteicos se realizaron incubando las células o plaquetas en 
tampón de lisis que contiene 1% tritón X-100, 0,05% tween-20, Tris-HCl 50 mM 
pH 7,4, y NaCl 150 mM, complementado con un cocktail de inhibidores de 
proteasas (SIGMA, St. Louis, MO, USA) al 1%. Después de 30 minutos en hielo 
y vórtex cada 10 minutos, se centrifugaron a 13.000 g durante 15 minutos a 
4ºC y el sobrenadante se almacenó a -80ºC. 
Previa cuantificación del contenido proteico de los lisados con el reactivo de 
Bradford (BIO-RAD, Richmond, CA, USA), las muestras se solubilizaron en 
tampón de carga (Tris-HCl 60 mM pH 6,8, 20% glicerol, 2% SDS y 0,05% azul 
de bromofenol) con o sin β-mercaptoetanol al 5% según el caso, se hirvieron 
durante 10 minutos y se resolvieron en geles desnaturalizantes de acrilamida 
(SDS-PAGE). Las proteínas fueron transferidas a membranas de PVDF (BIO-
RAD), que fueron bloqueadas con leche desnatada en polvo al 5% o BSA 
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(albúmina sérica bovina) al 1% en tampón de lavado (Tris-HCl 10mM pH 7,5, 
0,1% tween, y NaCl 100 mM) durante 1 hora a temperatura ambiente. La 
incubación con el anticuerpo primario se realizó durante 16 horas a 4ºC en 
presencia de leche o BSA al 1% y, tras varios lavados, la membrana se incubó 
durante una hora con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado con 
peroxidasa, diluido en el mismo tampón con leche desnatada al 5%. Tras varios 
lavados, la fijación de anticuerpos se visualizó utilizando luminol como sustrato 
quimioluminiscente. 
Para analizar la expresión proteica mediante inmunoprecipitación, el lisado 
celular (500-1.000 μg) fue preaclarado en primer lugar con 40 μl de proteína-A 
sefarosa CL-4B al 50%, durante 1 hora, en un volumen final de 250-400 μl. 
Tras retirar la sefarosa por centrifugación, la proteína de interés se 
inmunoprecipitó incubando con 1-5 μg/ml del anticuerpo específico a 4ºC 
durante 16 horas. En caso necesario, se añadieron 5-10 μg/ml de antisuero 
policlonal de conejo y, tras 1 hora, los inmunoprecipitados se separaron 
mediante incubación con 40 μl de proteína-A sefarosa CL-4B al 50% durante 1 
hora. Después de varios lavados con tampón de lisis, se eluyeron de la 
sefarosa calentando 10 minutos a 100ºC en 40 μl de tampón de carga y se 
resolvieron mediante electroforesis y análisis de western. 
5.3. Inmunomarcaje de fluorescencia. 
Las células, adheridas a diferentes superficies, fueron fijadas en 4% 
paraformaldehído (PFA) a 37ºC durante 15-20 minutos, y permeabilizadas con 
0,5% tritón X-100 y 0,5% BSA durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se 
incubaron después sucesivamente con el anticuerpo primario y secundario 
correspondiente, previa optimización de sus diluciones, en PBS suplementado 
con 0,1% tritón X-100 y NGS (suero de cabra normalizado) durante una hora a 
temperatura ambiente, con cuatro lavados con PBS entre ambas incubaciones. 
Cuando se indica, la faloidina-Alexa568 (dilución 1:100) se añadió en la 
incubación con el anticuerpo secundario, que se realizó a 37ºC. La incubación 
con DAPI (1 μg/ml) se realizó durante 20 minutos a temperatura ambiente 
antes de proceder al montaje. El montaje se realizó con una mezcla de 9.6% 
mowiol y 24% glicerol en Tris-HCL 100 mM (pH 8,5), tras lo cual los portas se 
sellaron y se conservaron a 4ºC protegidos de la luz.  
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Tabla 2: Oligonucleótidos (oligos) específicos de gDNA. Nomenclatura utilizada: 
Gen. nº del intron. Sentido/AntiSentido. Los números negativos indican la posición 
relativa del oligonucleótido en la región 5´-UTR con respecto al ATG. UTR: región no 
traducida. FGA: Cadena Aα del fibrinógeno; F13A: Factor XIII-A IIb: ITGA2B; IIIa: 
ITGB3. S: sentido; AS: antisentido. 
 
Nombre oligo Gen Referencia Secuencia (5’?3’) 
FGA3’UTR.S FGA - TATAGAAAGCCTTCAGGGCCAG 
FGA.1.AS FGA - CTAAGATCTTCCTCTTGGTCTG 
FGA.2.S FGA - ACAACTCCATAAAATGGGTCCTAGG 
FGA.3.AS FGA - AGGGATATTATGAAGGTATGTGTTTC 
FGA.4.S FGA - ATTAGGCATATTTACAAGCTAG 
FGA.4.AS FGA - AATGATCCTTGGTGAAACTCAG 
FGA.5.S FGA - CTCCGAGTCAAAAAAAATGAAACCAG 
FGA.5.AS FGA - GTATTTAGCCTGACCTAAATGTCAAC 
F13A.12.S F13A - CATTAATGTGACTTTCTCTCTGG 
F13A.12AS F13A - AGCTATAACGGGCATTAACACC 
IIb(-1228) ITGA2B (González-Manchón et al., 2003) TCAAAAGGAAAATGTGGCTATGG 
IIb(-584) ITGA2B (González-Manchón et al., 2003) AAGACGGAGGAGGAGTGAGG 
IIb.1S ITGA2B (Tao et al., 2000) TGGAGGAATCTGAAGGGAAG 
IIb.1AS ITGA2B (Tao et al., 2000) TATCGCAAATGGGAAACTCG 
IIb.2S ITGA2B (Tao et al., 2000) TGGAGGAATCTGAAGGGAAG 
IIb.7AS ITGA2B (Tao et al., 2000) CTGGAAGTCTGGAATGGCGGT 
IIb.8S ITGA2B (Tao et al., 2000) CTCTGTGCTTCCTCCCCTGG 
IIb.12AS ITGA2B (Tao et al., 2000) CTCAGGCCAACTCCATGCTT 
IIb.13S ITGA2B (Tao et al., 2000) AATAACAATCAGCCACTTCCT 
IIb.17AS ITGA2B (Tao et al., 2000) TACTCTCCCAGCCCTGCCAAT 
IIb.21S ITGA2B - TATATGATGCTCTGTAATTTC 
IIb.22S ITGA2B (Tao et al., 2000) TGAAAGACTGGAGGCCACATT 
IIb.22AS ITGA2B - TCAGACGGGGGAAGGGTGGT 
IIb.24AS ITGA2B (Tao et al., 2000) GGAGTTCTGAGGACCCGCT 
IIb.25S ITGA2B (Tao et al., 2000) GGTCCTCAGAACTCCGGGT 
IIb.26AS ITGA2B (Tao et al., 2000) CCCTCCTCCCATCCCCTCT 
IIb.27S ITGA2B - ATGATGGGGTGATGGGCCGGGA 
IIb.29AS ITGA2B - TCTCTCCTTGACTCCCTGTGA 
IIb.30S ITGA2B (Tao et al., 2000) ATACTTCCTCACATGTGCTCT 
IIb.30AS ITGA2B (Tao et al., 2000) CAACCCTCCTGCTAGAATAGT 
IIb.3’.UTR.S.I ITGA2B (González-Manchón et al., 2003) CAAAAGGAAAATGTGGCTATGG 
IIb.3’.UTR.AS.I ITGA2B (González-Manchón et al., 2003) TATCGCAAATGGGAAACTCG 
IIb.3’.UTR.S.II ITGA2B (González-Manchón et al., 2003) ATACTTCCTCACATGTGCTCT 
IIb.3’.UTR.AS.II ITGA2B (González-Manchón et al., 2003) TCTCCGTCTTCTGTTACACC 
IIIa.14S ITGB3 - ATAGGCCAGGTTCAAGTGA 
IIIa.14AS ITGB3 - CTTAAGAGTCTCAGACCAATG 
IIIa.11S ITGB3 (Xie et al., 2005) ACCTTCCTGGGCTGTGTGTTTTCA 
IIIa.12AS ITGB3 (Xie et al., 2005) AACCTGGGTGTGTGCAACTCT 
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El análisis de las muestras se realizó en un microscopio óptico de 
fluorescencia Zeiss Axioplan acoplado a una cámara CCD refrigerada Leica 
DFC 350 FX y/o en un invertoscopio confocal de barrido láser Leica TCS SP2. 
 
6. Detección de la actividad transglutaminasa. 
La actividad transglutaminasa cataliza la formación de un enlace covalente 
entre una amina y un acilo, liberando una molécula de NH3. Para estimar la 
actividad enzimática in vitro hemos desarrollado un ensayo que utiliza 
cadaverina biotinilada (Fig. 13) como sustrato donante de aminas. Las células o 
las plaquetas lavadas fueron lisadas en tampón con 0,1% tritón X-100, Tris-HCl 
5 mM pH 7,4, NaCl 15 mM y cocktail de inhibidores de proteasas (SIGMA, St. 
Louis, MO, USA) al 1% durante 20 minutos en hielo seguido de tres ciclos de 
congelación-descongelación. Tras centrifugar 15 minutos a 4ºC se determinó la 
concentración de proteína en el sobrenadante. La detección de la actividad 
transglutaminasa relativa se realizó incubando 10 μg de proteína con 
cadaverina-biotinilada 400 μM en ausencia o presencia de EDTA 5 mM o CaCl2 
5 mM, en un volumen final de 15 μl de tampón 0,1% tritón X-100 
complementado con DTT 2 mM. Después de 1 hora a 37ºC las reacciones se 
pararon añadiendo tampón de carga y se resolvieron en geles 
desnaturalizantes de acrilamida al 10%. El material se transfirió después a 
membranas de PVDF, que fueron bloqueadas con leche desnatada al 5%. El 
patrón de proteínas susceptibles de transglutaminación se visualizó incubando 
las membranas con avidina conjugada con peroxidasa (dilución 1:4500) y 
mediante revelado con el sistema quimioluminiscente de luminol. 
Cadaverina 
(C5H14N2 )
Cadaverina biotinilada
(B-MDC)
Monodansil cadaverina 
(MDC)  
Fig. 13: Representación de las moléculas de cadaverina, monodansil cadaverina 
(MDC) y cadaverina biotinilada (B-MDC) y que se utilizaron como sustratos 
competitivos donadores de grupos amino en los ensayos relacionados con el estudio 
del FXIII-A. 
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7. Ensayo de polimerización de la fibrina. 
Los ensayos de polimerización de fibrina se realizaron sobre plasma 
humano diluido 1:5 en tampón HBS (Tris HCl 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4), 
con una concentración final de cloruro de calcio de 10 mM. El plasma se 
repartió en triplicados por condición en pocillos de placas de 96 (100μl/pocillo). 
Tras añadir trombina a una concentración final de 0,1 U/ml, la polimerización de 
fibrina se monitorizó mediante la lectura de la absorbancia a 350 nm en un 
lector de placas a 37ºC durante 30 minutos. 
 
8. Experimentos de crosslinking. 
Se utilizaron cultivos confluentes de células CHO con expresión estable de 
distintas variantes del receptor αIIbβ3 adheridas a platos recubiertos con 
fibrinógeno. Las células se lavaron e incubaron con tampón KRH (Hepes 50 
mM, NaCl 128 mM, CaCl2 1,3 mM, MgSO4 5 mM, KCl 5 mM, pH 7,4) durante 
30 minutos a 4ºC y, después, fueron tratadas con el crosslinker disuccinimidil 
suberato (DSS, Pierce, Rocford, IL, USA), a una concentración de 0,5 mM, en 
tampón KRH durante 15 minutos a 4ºC. Posteriormente, las células fueron 
lavadas 3 veces con tampón Tris frío (Tris-HCl 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4) y 
se lisaron en tampón 1% tritón X-100, 0,05% tween-20, Tris-HCl 50 mM pH 7,4, 
y NaCl 150 mM, complementado con un cocktail de inhibidores de proteasas 
(SIGMA, St. Louis, MO, USA) al 1%. Los lisados se analizaron mediante SDS-
PAGE al 6% y análisis de western con anticuerpos monoclonales anti-αIIb y 
anti-β3. 
 
9. Cultivos celulares. 
91. Líneas celulares establecidas. 
Las líneas CHO-K1 (células de ovario de hámster chino), y K562 (células 
inmortalizadas de origen leucémico mieloide) se cultivaron en medio D-MEM 
(Dulbecco's modified eagle’s medium, GIBCO, Eggenstein, Alemania) 
suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS) previamente inactivado, L-
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glutamina (580 mg/l) y antibióticos (100 U/ml de penicilina y 100 μg/ml de 
estreptomicina). 
9.2. Cultivos de células primarias. Diferenciación de células dendríticas. 
La obtención de células dendríticas diferenciadas in vitro se realizó con el 
siguiente protocolo: Las células mononucleadas de sangre periférica (PBMC) 
se aislaron en un gradiente de Lymphoprep (NYCOMED, Oslo, Noruega) a 
partir de 20 ml de sangre total. La población monocítica se seleccionó mediante 
adhesión durante 1 hora a 37ºC a placas de cultivo previamente tratadas con 
plasma humano o, alternativamente, mediante separación por fijación a 
anticuerpos anti-CD14 acoplados a microesferas magnéticas (Miltenyi Biotec, 
Auburn, CA, USA). A continuación, aproximadamente 106 células se incubaron 
en 2 ml de medio de diferenciación (medio RPMI complementado con 10% 
FBS, estreptomicina/penicilina (100 U/ml/100 μg/ml), GM-CSF 1000 U/ml, IL-4 
1000 U/ml) en pocillos de 3,5 cm de diámetro, durante 6 días añadiendo 
citoquinas frescas cada dos. La maduración final de las células dendríticas 
diferenciadas se realizó añadiendo 0,5 μg/ml de lipopolisacáridos de pared 
bacteriana (LPS) y prolongando el cultivo durante 24 horas (Riol-Blanco, 2005). 
 
10 Expresión de proteínas en líneas celulares de mamíferos. 
10.1. Vectores de expresión. 
La descripción y origen de los vectores de expresión utilizados están 
indicados en la tabla 3. La ausencia de posibles errores introducidos durante la 
amplificación por PCR de los fragmentos clonados se verificó por análisis de 
secuenciación. A continuación se describe la construcción de los vectores no 
publicados. 
pIRES2:EGFP/hFXIIIA. Para la construcción de este vector, se 
amplificaron por RT-PCR a partir de RNA total de plaquetas dos 
fragmentos de cDNA del FXIII-A solapables, utilizando los oligos FXIIIA1S 
y 1AS (fragmento 5’), y FXIIIA2S y 2AS (fragmento 3’) (Tabla 1). Ambos 
fragmentos se subclonaron en el vector TOPO 2.1 (INVITROGEN, 
Carlsbad, CA, USA) por separado. Tras verificar su secuencia, se utilizó la 
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diana BamH I en posición 931 del cDNA del FXIII-A para ligar los dos 
fragmentos y reconstruir el cDNA completo del FXIII-A que, finalmente se 
clonó en EcoR I en el vector pIRES2-EGFP (CLONTECH, Palo Alto, CA,. 
USA). La direccionalidad del inserto se comprobó por restricción y la 
integridad del cDNA por secuenciación. 
pcDNA-β3(P718). Para introducir la mutación Pro718 en el cDNA de la 
subunidad β3, se amplificó mediante RT-PCR a partir de RNA total de 
plaquetas del paciente el fragmento entre los oligos IIIa1423S y 
IIIa2368AS. El producto de la amplificación se subclonó en el vector 
TOPO-2.1. Tras verificar su secuencia, el fragmento entre las dianas Afl II 
y EcoR I, portador de la mutación P718, se sustituyó por la secuencia 
normal en el plásmido pcDNA-β3WT. 
pET-IIb(21-22)WT/Mut. El fragmento que comprende los exones 21 y 
22 y regiones intrónicas adyacentes del gen de la αIIb (ITG2A) se 
amplificó por PCR con los oligos IIb21S y IIb21AS a partir del gDNA de un 
individuo heterocigoto para una variante polimórfica de la proteína. El 
producto se subclonó en TOPO 2.1 y, tras analizar varios clones, 
fragmentos correspondientes al alelo normal y polimórfico se clonaron 
entre las dianas BamH I y Not I del vector pET(Exontrap) (MoBiTec). 
10.2. Transfecciones transitorias. 
La transfección transitoria de células CHO se realizó utilizando DEAE-
dextrano (Gulick, 2003) para expresar la integrina αIIbβ3, y con el método de 
fosfato de calcio o con el reactivo Lipofectamina (INVITROGEN, Carlsbad, CA, 
USA) para el análisis de la expresión de transcritos a partir de las 
construcciones en el vector Exontrap. La línea mieloide K562 se transfectó de 
forma transitoria mediante nucleofección, utilizando el Kit V de Amaxa (Colonia, 
Alemania). 
Para la transfección con DEAE-dextrano, las células CHO, en fase 
exponencial de crecimiento y a una confluencia próxima al 80%, fueron 
incubadas con 15 μg de las construcciones pcDNA-αIIb normal o mutante en 
presencia de 150 μg/ml de DEAE-dextrano y 100 μg/ml de difosfato de 
cloroquina. Después de 3-4 horas fueron tratadas con dimetilsulfóxido (DMSO) 
al 10% en PBS durante 6 minutos a temperatura ambiente y lavadas con PBS. 
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Finalmente, se añadió medio completo y se continuó la incubación hasta 48 
horas. 
Para la transfección con precipitado de fosfato de calcio, una mezcla de 
DNA (5 μg) y CaCl2 0,25 M se añade, gota a gota y con agitación en vortex, a 
un volumen de tampón salino HBS 2x (NaCl 275 mM, KCl 10 mM, 
Na2HPO4.7H2O 1,4 mM, Hepes 50 mM, pH 7,1). Tras dejar reposar 20 minutos 
a temperatura ambiente, el precipitado se añade a las células en medio 
completo. 
La transfección de las células K562 mediante nucleofección se realizó 
siguiendo las instrucciones del fabricante, tratando 1,5x106 células con 5 μg de 
DNA en un volumen final de 100 μl de solución V y utilizando el programa T-16 
del nucleofector. 
En todos los casos, el análisis de expresión se realizó a las 48 horas de la 
transfección. 
 
Tabla 3: Descripción de los vectores de expresión en células de mamífero 
utilizados. En la sección de “Materiales y métodos” se describe sólo la construcción de 
los vectores cuya utilización no ha sido previamente publicada. 
 
 cDNA Descripción Referencia 
αIIb/WT cDNA ITGA2B en pcDNA3.1 
(González-Manchón 
et al., 2003) 
αIIb/912L cDNA ITGA2B(912L) en pcDNA3.1 (Jayo et al., 2006) 
αIIb/HPA3b cDNA ITGA2B(HPA3b) en pcDNA3.1 (Jayo et al., 2006) 
αIIb/912L-HPA3b cDNA ITGA2B(912L y HPA3b) en pcDNA3.1 (Jayo et al., 2006) 
Β3/WT cDNA ITGB3 en pcDNA3.1 (-) (Ferrer et al., 1996) 
Β3-P718 cDNA ITGB3(P718) en pcDNA3.1 (-) - 
pET.αIIb.27:29/WT Exones 27:29 gen ITGA2B (WT) (Jayo et al., 2006) 
pET.αIIb.27:29/Mut Exones 27:29 gen ITGA2B (C2828T) (Jayo et al., 2006) 
Pet.αIIb.21:22/WT Exones 21:22 gen ITGA2B (WT) - 
pET.αIIb.21:22/Mut 
Exones 27:29 gen ITGA2B  
(polimorfismos ligados) 
- 
Pet.β3.11:12/WT Exones 11:12 gen ITGB3 (WT) (Xie et al., 2005) 
Pet.β3.11:12/Mut Exones 11:12 gen ITGB3 (C1815T) (Xie et al., 2005) 
pIRES2:EGFP/hFXIIIA cDNA F13A1 en pIRES2:EGFP - 
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10.3. Establecimiento de transfectantes estables. 
El establecimiento de células CHO con expresión estable de la integrina 
αIIbβ3 o el FXIII-A se realizó transfectando las células mediante precipitado de 
fosfato de calcio (Graham y van der Eb, 1973) y posterior selección con G-418 
(1 mg/ml). Las células resistentes a geneticina con expresión estable del cDNA 
transfectado se seleccionaron por citometría de flujo en sucesivas 
separaciones en un separador de células FACS Vantage, de Becton Dickinson 
(San José, CA, USA). Cuando se consideró necesario, y con el fin de 
enriquecer el porcentaje de células con expresión positiva, se establecieron 
clones celulares mediante separación por citometría de fluorescencia. 
 
11. Ensayos funcionales. 
11.1. Ensayos con células primarias y líneas celulares. 
Cuantificación de la adhesión celular.- Los pocillos de una placa P96 
(FALCON) fueron cubiertos con el sustrato indicado durante una hora a 37ºC, 
lavados con PBS dos veces y bloqueados con 0,5% BSA 1 hora a 37ºC. El 
recubrimiento con fibrinógeno se realizó en tampón de Tyrode (Hepes 5 mM, 
MgCl2 2 mM, NaH2PO4 0,3 mM, KCl 3 mM, NaCl 134 mM, NaHCO3 12 mM, 
CaCl2 2 mM) a la concentración de sustrato indicada en cada caso; el 
recubrimiento con colágeno de tipo I (33 μg/ml) en ácido acético al 0,05%, y el 
de fibronectina (1 μg/ml) en PBS. Las células se resuspendieron en medio 
DMEM suplementado con 0,5% BSA a una concentración de 106 células/ml y 
se depositaron en los pocillos recubiertos (105 células/pocillo). Tras diferentes 
periodos de incubación, los pocillos se lavaron con PBS y la cuantificación de 
las células adheridas se realizó mediante el método de incubación con sal de 
tetrazolio (MTT) (Mosmann, 1983). 
Ensayos de migración celular.- 
1. Cierre de herida. Los ensayos de cierre de herida o Scratch assay 
(Liang et al., 2007) se realizaron sobre placas de plástico, o sobre vidrio para el 
análisis de inmunofluorescencia. El ensayo consiste en rasgar la monocapa de 
células confluentes y determinar la velocidad relativa del cierre de la herida. 
Tras realizar la herida con una punta estéril de pipeta, los pocillos se lavaron 
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con medio para retirar las células desprendidas y se añadió medio de cultivo 
DMEM suplementado con FBS al 1%. A los tiempos indicados, se realizaron 
microfotografías en un invertoscopio o se fijaron las células con 4% PFA para 
su posterior marcaje inmunofluorescente. Para estimar la migración celular 
determinamos las distancias entre los frentes de avance de las células en tres 
posiciones diferentes a lo largo del recorrido de la herida, utilizando el 
programa de procesamiento de imágenes ImageJ (NIH, USA), y los valores se 
expresaron como los porcentajes recorridos por las células respecto a la 
distancia inicial entre los bordes de la herida. 
2. Migración en transwell. Las células se resuspendieron a una 
densidad de 106/ml en su medio de cultivo habitual suplementado con 0,1% 
BSA. Se depositaron 100 μl (105 células) en los pocillos superiores de las 
cámaras de transwell (Costar Europa) y se determinó su migración a través de 
una membrana de poros de 5 u 8 μm, dependiendo del tipo celular, a los 
compartimentos inferiores que contenían 600 μl de medio solo o 
complementado con CCL19 (200 ng/ml, Immunotools, Friesoythe, Alemania) o 
con FBS al 10% para inducir la quimiotaxis de células dendrítica o células 
CHO, respectivamente. El número de células en el compartimento inferior se 
determinó por citometría de flujo, en triplicados. En los ensayos de migración 
de células CHO fue necesario sumergir el transwell en una solución de EDTA 
0,5 mM en PBS, debido a la adhesión de las células a la superficie inferior de la 
membrana. En ambos casos, el porcentaje de migración se calculó refiriendo el 
número de células en el pocillo inferior al número de células de partida. 
 
Ensayos de extensión.- En estos ensayos se depositaron 500 μl de 
células CHO, en medio suplementado con 0,5% BSA y a una concentración de 
5x104 células/ml, sobre un cubre cubierto con el sustrato indicado introducido 
en un pocillo de placa de 24 pocillos (FALCON, NJ, USA). A los tiempos 
indicados y tras retirar el medio, las células se lavaron con PBS y se fijaron con 
PFA al 4% durante 20 minutos a 37ºC. Posteriormente, se analizaron por 
inmunofluorescencia en un microscopio confocal y la superficie celular se 
cuantificó utilizando el programa de análisis de imágenes Image J (NIH, USA).  
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Ensayos de fijación de ligandos solubles.- Las células se 
resuspendieron a una concentración de 5x105/ml en PBS y se añadió Fg-FITC 
a una concentración final de 100-150 μg/ml o anticuerpo PAC-1 (Perkin Elmer, 
San José, CA, USA) a una dilución 1/20. Tras una incubación de 20 minutos, 
las células se lavaron con 1 ml de PBS y fueron analizadas por citometría de 
flujo. 
 
Agregación celular.- Las células CHO con expresión estable del 
receptor de fibrinógeno se resuspendieron a 2,5x106 células/ml en medio 
suplementado con 0,5% BSA y 1 mg/ml de fibrinógeno, y fueron depositadas 
sobre placas recubiertas con BSA al 1%. Tras añadir los activadores indicados 
en cada caso, se incubaron a 37ºC en una estufa de CO2 durante 15 minutos y, 
después, se microfotografiaron en un invertoscopio. 
 
Endocitosis.- Los ensayos de endocitosis con células dendríticas 
inmaduras se realizaron tratando 100 μl de células dendríticas (106 células/ml 
de medio RPMI completo) con 100 μl de dextrano-FITC (2 mg/ml) en RPMI 
completo/Hepes 20 mM durante 30 minutos, a temperaturas de 37ºC y 4ºC. 
Tras la incubación, las células se lavaron dos veces con medio completo para 
retirar el exceso de dextrano-FITC y se resuspendieron en 300 μl de medio. Se 
determinó la capacidad endocítica cuantificando por citometría de flujo la 
fluorescencia de las células incubadas a 37ºC respecto a las incubadas a 4 ºC, 
considerando como control negativo las células incubadas en ausencia de 
dextrano-FITC. 
11.2. Ensayos funcionales con plaquetas. 
Preparación de plaquetas lavadas. Las plaquetas se purificaron a 
partir de la parte superior de la fase del PRP, obtenido tras la centrifugación de 
la sangre total citratada a 50g durante 20 minutos sin freno. El PRP se 
centrifugó, repartido en alícuotas de no más de 500 μl, a 500g durante 15 
minutos. A continuación, el pellet de plaquetas se resuspendió vigorosamente 
en 100 μl de tampón de lavado (Hepes 10 mM, citrato sódico 13,6 mM, NaCl 
136 mM y KCl 2,7 mM, pH 7,4) y, tras añadir tampón hasta 500 μl, la 
suspensión se centrifugó de nuevo, repitiendo a continuación el lavado. 
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Finalmente, las plaquetas se resuspendieron en el tampón Hepes, sin citrato y 
con glucosa al 0,1%, suplementado cuando así se indica con CaCl2 y MgCl2 2 
mM. 
 
Agregación plaquetaria.- La agregación plaquetaria se determinó 
utilizando PRP diluido 1:3 o 1:4 con tampón de resuspensión de plaquetas 
(Hepes 10 mM, NaCl 136 mM, KCl 2,7 mM, glucosa al 0,1%, CaCl2 y MgCl2 
2mM) en un volumen final de 800 μl, utilizando un agregómetro Chrono-Log 
(USA). El PRP diluido fue atemperado a 37ºC y, posteriormente, se estableció 
su línea base de agregación basal en una cubeta con agitación. A continuación, 
las plaquetas se estimularon añadiendo los agonistas indicados y su 
agregación se estimó registrando el aumento de la impedancia entre los dos 
electrodos del agregómetro. 
 
Fijación de ligandos solubles marcados con FITC.- Las plaquetas, 
lavadas y diluidas en un volumen de tampón de resuspensión mitad o igual al 
volumen de PRP de partida, se separaron en alícuotas de 100 μl y fueron 
estimuladas durante 5 minutos con distintos agonistas a las concentraciones 
indicadas. Después, se incubaron con fibrinógeno (Fg)-FITC a una 
concentración final de 100-150 μg/ml y, tras un lavado por centrifugación, se 
resuspendieron en 300 μl de tampón. La fijación de fibrinógeno se evaluó por 
citometría de flujo determinando el producto del porcentaje de plaquetas 
positivas por el canal medio de fluorescencia. 
 
Ensayos de adhesión.- Las plaquetas, lavadas y resuspendidas en un 
volumen de tampón igual al volumen de PRP de partida, se mantuvieron en 
reposo a temperatura ambiente durante una hora. A continuación, se 
distribuyeron en alícuotas de 100 μl en placas de 96 pocillos cubiertos con 
fibrinógeno a 3 o 50 μg/ml, según se indique. Tras 15 minutos de incubación a 
37ºC, se retiró el sobrenadante y se lavaron los pocillos dos veces por 
inversión con el tampón de resuspensión de plaquetas. La cuantificación se 
realizó con el método de la fosfatasa ácida (Bellavite et al., 1994), añadiendo a 
los pocillos 150 μl de tampón citrato sódico 100 mM, pH 5,4, p-nitrofenil fosfato 
(pNPP) 5 mM, tritón X-100 al 0.1%. Tras 1 hora a temperatura ambiente, se 
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añadió a los pocillos 100 μl de NaOH 2N y se determinó la absorbancia a 405 
nm en un lector de placas ELx808 de BIO-TEK (Santa Bárbara, CA, USA). 
 
Ensayos de extensión. Las plaquetas, lavadas y resuspendidas en un 
volumen de tampón igual al inicial de PRP, se mantuvieron en reposo durante 
al menos 1 hora a 37ºC y, tras el tratamiento que se indique en cada caso, se 
depositaron en alícuotas de 350 μl en placas de 24 pocillos, sobre cubres de 
vidrio recubiertos con el sustrato indicado. A los tiempos indicados y tras retirar 
el medio, las plaquetas adheridas se lavaron con tampón de resuspensión y se 
fijaron con PFA al 4% durante 15 minutos a 37ºC. Posteriormente, se 
analizaron por inmunofluorescencia en un microscopio de epifluorescencia y/o 
confocal. Para el análisis de la extensión por vídeomicroscopía las plaquetas se 
depositaron sobre portas especiales (IBIDI, Munich, Alemania) recubiertos con 
fibrinógeno a 3 μg/ml y se grabó su extensión durante 30 minutos en un 
invertoscopio DMI6000B de Leica, dentro de una cámara con control de 
temperatura, humedad y CO2. Se analizó el comportamiento de, al menos, 15 
plaquetas por condición. 
 
12. Estudio de la señalización intracelular. 
El patrón de fosforilación de proteínas implicadas en la señalización se 
analizó en paralelo a los ensayos funcionales, lisando las células o las 
plaquetas en tampón Laemmli (20% glicerol, Tris-HCl 100 mM pH 6,8, 10% β-
mercaptoetanol, 4% SDS y azul de bromofenol al 0,2%). El análisis de western 
se realizó con anticuerpos que reconocen la forma fosforilada de las proteínas, 
siguiendo el protocolo descrito anteriormente. 
 
13. Análisis estadísticos. 
Los análisis paramétricos utilizados fueron t de student para comparar dos 
medias independientes, y análisis de varianza de una o dos vías en función del 
número de factores incluidos en el análisis. El estudio post hoc entre grupos se 
realizó aplicando la mínima diferencia significativa (LSD). 
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En los casos en los que las poblaciones analizadas no se ajustaban a una 
distribución normal, los análisis no paramétricos utilizados fueron la U de Man-
Whitney para la comparación de medianas y el análisis post hoc de Kruskall-
Wallis para el análisis de Varianzas. 
Las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 y muy 
significativas cuando p<0,01. 
 
14. Reactivos y anticuerpos utilizados. 
14.1. Activadores, inhibidores, y otros reactivos. 
El péptido activador del receptor de trombina (TRAP-6), el lipopolisacárido 
bacteriano (LPS), el acetato miristato de forbol (PMA), la monodansilcadaverina 
(MDC) y el péptido RGDS se adquirieron en SIGMA (Madrid, España). El 
inhibidor de la quinasa MEK1 PD98059 se adquirió en Cell Signalling (Danvers, 
MA, USA), el cross-linker disuccinimidil suberato (DSS) en Termo Scientific 
(USA). Las citoquinas recombinantes humanas utilizadas para la diferenciación 
y estimulación de las células dendríticas, IL4, CCL19 y GMCSF, proceden de 
Immunotools (Friesoythe, Alemania). 
 
14.2. Anticuerpos y fluoróforos. 
Los anticuerpos monoclonales de origen murino para β3 (H1AG11) y αIIb 
(2BC1) se obtuvieron en este laboratorio (Butta et al., 2003). A continuación, se 
indica la procedencia del resto de los anticuerpos usados: monoclonal anti-
αvβ3 (LM609), Chemicon (Temecula, CA, USA); monoclonal anti-GPIbα (AK2), 
Serotec (Oxford, UK);  monoclonal anti-GPIX (SZ1), Beckman Coulter 
(Fullerton, CA, USA); anticuerpos mono y policlonales anti-FXIII-A, 
USBiological (Swanmpscott, MA, USA); anticuerpos policlonales contra las 
formas fosforiladas de las quinasas MAP Erk1/2 y p38, Cell Signaling (Danvers, 
MA, USA); policlonal anti-FAK [pY576], Biosource (Nivelles, Bélgica); anticuerpo 
monoclonal PAC-1 conjugado con FITC, Becton Dickinson (San José, CA, 
USA); anticuerpos monoclonales frente a vinculina y gelsolina (Sigma-Aldrich, 
Saint Louis, USA); policlonal frente a la proteína disulfuro isomerasa (PDI) 
(AbCam, Cambrige, UK); anticuerpos policlonales frente a la molécula del 
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fibrinógeno y monoclonales frente a los residuos 240-268 (9C3) y residuos 541-
574 (9E9) de la cadena Aα (Dako, Carpenteria, CA) y anticuerpo monoclonal 
frente a la región N-terminal (Y18) (Gaubius Institute, TNO, Leiden, Holanda). 
El anticuerpo frente a los residuos 603-610 (F48) de la cadena Aα del 
fibrinógeno fue cedido por Gary Matsueda (Bristol-Meyers Squibb, New 
Brunswick, NJ, USA).  
 Los anticuerpos secundarios conjugados con el fluoróforo Alexa (488, 546, 
647) y la faloidina conjugada con Alexa 568 se adquirieron en Molecular Probes 
(INVITROGEN, Carlsbad, CA, USA), y los conjugados con peroxidasa y con 
estreptavidina en Bio-Rad (Hercules, CA, USA). 
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RESULTADOS 
1. Estudio genético-molecular y funcional de la integrina αIIbβ3 
en tres casos de tromboastenia de Glanzmann (GT). 
1.1. GT tipo I causada por una mutación en homocigosis en el gen 
de la subunidad β3. 
Descripción del caso, diagnóstico clínico, y estudio funcional de las 
plaquetas.- 
La paciente, una niña de 3 años originaria del Líbano, presentaba un 
fenotipo hemorrágico desde el nacimiento, con frecuentes epistaxis y 
hemorragias mucocutáneas. El diagnóstico clínico de tromboastenia de 
Glanzmann se basó en los siguientes parámetros: tiempo de hemorragia 
prolongado, recuento plaquetario normal, y ausencia de agregación plaquetaria 
en respuesta a agonistas. 
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Fig. 14. Expresión de αIIb, β3 y αvβ3 en las plaquetas del paciente y familiares. 
(A) Análisis por citometría de flujo de la expresión de αIIb y β3 en superficie de 
plaquetas. Las plaquetas lavadas fueron marcadas con anticuerpos monoclonales 
anti-αIIb y anti-β3. Los valores de fluorescencia están expresados como porcentajes 
del control. Resultado representativo de dos independientes. (B) Análisis de western 
del contenido de αIIb y β3. Los lisados de plaquetas fueron resueltos por SDS-PAGE 
al 7.5% en condiciones no reductoras y transferidos a membranas de PVDF que 
fueron incubadas con una mezcla de los anticuerpos a una concentración de 1 μg/ml. 
Experimento representativo de tres con diferentes cantidades de proteína. (C) El 
análisis del contenido plaquetario de αvβ3 se realizó mediante inmunoprecipitación del 
dímero con el anticuerpo LM609 y análisis de western con anti-β3. Experimento 
representativo de dos independientes. 
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La expresión de αIIbβ3 se estimó mediante citometría de flujo y análisis de 
western (Fig. 14). La práctica ausencia de receptor en la superficie de las 
plaquetas del paciente incluye el caso en el grupo de las GTs de tipo I. Las 
plaquetas de los padres mostraron una reducción de la expresión de cerca del 
40%. Los resultados del análisis de western fueron acordes con los observados 
por citometría: ausencia de αIIbβ3 en el paciente (detectable sólo en 100 μg de 
proteína), y disminución de alrededor del 50% en los progenitores. 
El receptor de vitronectina, la integrina αvβ3, comparte la subunidad β3 con 
el receptor de fibrinógeno. La ausencia de αvβ3 en el paciente (Fig. 13C) 
sugiere, pues, que el defecto radica en la subunidad β3 del receptor. 
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Fig. 15. Análisis de la fijación de fibrinógeno a las plaquetas del paciente y 
familiares. (A) Las plaquetas lavadas fueron estimuladas con PMA (20 nM), ADP (100 
μM) + epinefrina (1 mM), o DTT (10 mM) durante 5 minutos y la fijación de Fg-FITC y 
se determinó por citometría de flujo. El histograma del control/(-) representa los niveles 
de autofluorescencia de las plaquetas y el del control/Fg-FITC la fijación en 
condiciones basales. (B) Representación gráfica de los canales medios de 
fluorescencia de las poblaciones de plaquetas activadas analizadas en (A). Resultados 
representativos de dos determinaciones. 
 
Para estimar la funcionalidad de las plaquetas se determinó la fijación de 
fibrinógeno soluble marcado con fluoresceína (Fg-FITC), en respuesta a la 
estimulación con agonistas y a la activación post-receptor mediada por ésteres 
de forbol (PMA) (Fig. 15). Como se muestra en la figura, alrededor de un 50% 
de las plaquetas de la paciente fijan Fg en respuesta a PMA y ADP/epinefrina, 
aunque con una intensidad mucho menor que las plaquetas controles y de los 
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progenitores. Esta respuesta fue parcialmente bloqueada en presencia de un 
exceso del péptido RGDS o mediante pretratamiento con EDTA (resultados no 
mostrados). La cuantificación de los resultados indica que la fijación de Fg por 
las plaquetas de la paciente es 10 veces inferior a la de las plaquetas controles. 
Por otra parte, las plaquetas de los progenitores, aunque tienen la mitad de 
contenido de αIIbβ3 en superficie, no tienen aparentemente reducida su 
capacidad para fijar Fg (Fig. 15B). 
Identificación de dos mutaciones en el gen ITGB3.- 
Dada la ausencia de αvβ3 en las plaquetas de la paciente analizamos, en 
primer lugar, el cDNA de la subunidad β3 secuenciando fragmentos solapables 
amplificados a partir de RNA total plaquetario. Este análisis reveló una deleción 
de 100 pb, correspondiente al extremo 3’ del exón 11, en la paciente. La 
deleción cambia el marco de lectura dando lugar a la aparición de un codón de 
terminación prematuro en la posición 635 (609 en el péptido maduro) después 
de una secuencia de 30 aminoácidos aberrantes (Fig. 16). El transcrito mutado, 
que teóricamente codificaría una subunidad β3 truncada carente de dominios 
intracelular y transmembrana, no se detectó en los progenitores, ni siquiera tras 
reamplificar el producto de la RT-PCR.  
 
 
 
 
 
 
Fig. 16. Identificación de 
las mutaciones en la 
subunidad β3 de la 
integrina. La 
amplificación y posterior 
secuenciación del cDNA y 
gDNA de ITGB3 se 
realizaron como se 
describe en la sección de 
“Materiales y métodos”. 
La gráfica muestra la 
localización de las dos 
mutaciones halladas en el 
gen ITGB3 y el 
procesamiento alternativo 
del mRNA inducido por 
una de las mutaciones. 
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Con el fin de determinar si el transcrito delecionado hallado en la paciente 
es consecuencia de una alteración en el procesamiento del mRNA, se amplificó 
por PCR la región de gDNA que comprende los exones 11 y 12 y segmentos 
intrónicos adyacentes. El análisis de estos fragmentos reveló que la paciente 
era portadora en homocigosis y sus padres en heterocigosis de dos mutaciones 
puntuales en el exón 11: una transición C>T en la posición 1815 y una 
transición A>G en la posición 1843. La mutación C1815T no cambia el residuo 
pero genera la secuencia donadora consenso GTAAGT en el extremo 5’ del 
fragmento delecionado sugiriendo que podría estar involucrada en el 
procesamiento anormal del exón 11 (Fig. 16). El estudio teórico de la secuencia 
genómica con el software Spliceview (http://bioinfo.itb.cnr.it/oriel/splice-
view.html), que utiliza el sistema de estimación descrito por Shapiro y 
Senapathy (Shapiro y Senapathy, 1987), mostró que la nueva región donadora 
generada podría ser utilizada mayoritariamente frente a la silvestre. La 
transición A1843G, que daría lugar al cambio de Ile por Val en el residuo 615 
(589 en la β3 madura), no se detectó en el análisis del cDNA ya que está 
localizada en el fragmento del exón 11 que no se transcribe. La secuenciación 
completa de las secuencias codificantes de los genes ITGA2B e ITGB3 no 
reveló ninguna otra mutación. 
 
 
 
 
Fig. 17. Análisis 
semicuantitativo 
de las niveles de 
mRNA de αIIb y 
β3. Los productos 
de amplificación 
por RT-PCR 
fueron resueltos 
en un gel de 
agarosa y 
visualizados con 
BrEt. La figura 
muestra un 
experimento 
representativo de 
al menos tres. 
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Contenido plaquetario de mRNA de las subunidades αIIb y β3. 
El hecho de que no pudiéramos detectar el mensajero mutado en los 
productos de amplificación del RNA de los progenitores sugería su presencia 
en cantidades muy limitantes. Mediante ensayos de RT-PCR semicuantitativa, 
utilizando la amplificación del mRNA de αIIb como control interno, 
comprobamos que el producto de amplificación del mRNA de la β3 del 
paciente mostraba un tamaño inferior y una marcada reducción de intensidad 
(aprox. el 10% del control), determinada mediante análisis densitométrico de 
los geles teñidos con bromuro de etidio (Fig. 17). 
Procesamiento alternativo del mRNA de β3 en la paciente. 
Consideramos de interés explorar si las mutaciones identificadas podrían 
dar lugar a otras formas alternativas de procesamiento postranscripcional 
aparte de la detectada en el análisis de RT-PCR. Para ello, clonamos los 
productos solapables de RT-PCR y analizamos las secuencias de clones 
individuales. Todos los clones analizados contenían el transcrito identificado en 
la secuenciación directa del producto de RT-PCR, lo cual indica que 
prácticamente todo el mRNA de β3 en el paciente corresponde a esta forma de 
procesamiento alternativo, y que la secuencia generada como consecuencia de 
la mutación A1843G no opera como un sitio donador activo. 
Para comprobar que la transición C1815T es suficiente para generar el 
transcrito truncado, analizamos el procesamiento de esta porción del gen 
ITGB3 transfectada en células CHO utilizando el sistema del vector Exontrap 
(MoBiTec). Para ello, clonamos en este vector el fragmento de gDNA que 
comprende los exones 11 y 12 y fragmentos intrónicos adyacentes, de un 
control y del paciente, donde queda flanqueado por secuencias donadoras y 
aceptoras de procesamiento postranscripcional. La amplificación por RT-PCR 
del producto del minigén mutante mostró un único fragmento de tamaño menor 
que el procedente de la secuencia control, y su secuenciación reveló la 
deleción de los 100 pb identificada en el paciente (Fig. 18). No se detectaron 
otros transcritos al reamplificar los primeros productos control o mutante. 
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Fig. 18. Análisis del procesamiento postranscripcional de los fragmento de 
gDNA de β3 normal y mutante. (A) Diagrama del minigén utilizado para el estudio del 
patrón de procesamiento postranscripcional. Las flechas indican la posición de los 
oligonucleótidos utilizados para amplificar los transcritos. En el diagrama se indica el 
patrón de procesamiento predicho para la secuencia control y mutante. En verde, 
secuencia de 100 pb que es delecionada por efecto de la mutación C1185. (B) 
Producto de la amplificación del mRNA del minigén tras su transfección transitoria en 
células CHO. 
 
1.2. GT tipo II asociada a heterocigosis compuesta en el gen de la 
subunidad αIIb. 
Descripción del caso, diagnóstico clínico y estudio funcional de las 
plaquetas.- 
La paciente es una niña china de dos años con diagnóstico clínico de GT, 
basado en los episodios de sangrado que venía sufriendo desde el nacimiento 
y en los resultados de las pruebas clínicas: tiempo de sangrado prolongado, 
recuento plaquetario normal y ausencia de agregación espontánea y en 
respuesta a agonistas fisiológicos. 
La expresión de de la integrina αIIbβ3 en la superficie plaquetaria fue 
estimada por citometría de flujo y análisis de western. Como se observa en la 
figura 19A, aunque la paciente mostraba niveles detectables del receptor frente 
al control negativo incubado exclusivamente con el anticuerpo secundario 
fluorescente, dichos niveles de expresión apenas suponen el 10% de los de un 
individuo control. El análisis también mostró expresión normal del complejo 
GPIb-IX-V. La cuantificación del contenido de αIIbβ3 por análisis de western se 
correspondió con la realizada por citometría de flujo, lo que confirmaba el 
diagnóstico de TG de tipo II (Fig. 19B). La determinación de la expresión de la 
integrina αvβ3, mediante inmunoprecipitación con anti-αvβ3 y western con anti-
β3, mostró en la paciente niveles similares a los del control (Fig. 19C). 
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Fig. 19. Expresión de αIIbβ3 y αvβ3 en plaquetas control y del paciente. (A) El 
contenido de αIIb, β3, GPIbα, y GPIX en la superficie de plaquetas lavadas se 
determinó por citometría de flujo utilizando anticuerpos monoclonales específicos. Los 
números indican el canal medio de fluorescencia (B) Los lisados de plaquetas 
lavadas fueron resueltos en geles de SDS-poliacrilamida al 7,5% en condiciones no 
reductoras y transferidos a membranas de PVDF que se incubaron con una mezcla 
de los anticuerpos anti-αIIb y anti-β3 a 1 μg/ml. Determinación representativa de 
cuatro con distintas cantidades de proteínas. (C) El contenido plaquetario de αvβ3 se 
determinó mediante inmunoprecipitación del dímero con el anticuerpo LM609 y 
análisis de western con anti-β3.  
 
La figura 20A muestra que una subpoblación de las plaquetas del paciente 
tiene capacidad para fijar Fg soluble en respuesta a agonistas. Sin embargo, 
esta respuesta, expresada como el producto del porcentaje de plaquetas 
positivas por el canal medio de fluorescencia, fue aproximadamente 10 veces 
inferior a la del control (Fig. 20B). El ditiotreitol, que en plaquetas normales 
induce un cambio conformacional en el receptor que aumenta su afinidad por 
fibrinógeno soluble, no tuvo ningún efecto en las plaquetas de la paciente. 
 
Identificación de dos mutaciones en el gen ITGA2B. 
La expresión de αvβ3 en las plaquetas del paciente sugería una 
disponibilidad normal de la subunidad β3. Por ello, secuenciamos en primer 
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lugar los productos solapables de la amplificación por RT-PCR del mRNA de la 
subunidad αIIb. Este análisis llevó a la identificación de la sustitución C2829T 
en homocigosis en el exón 27, que resulta en el cambio aminoacídico de Pro a 
Leu en la posición 912 del péptido maduro (Fig. 21). Detectamos también el 
polimorfismo HPA-3 en homocigosis, resultado de una transversión T>G en el 
exón 26 que cambia la Ile843 a Ser. 
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Fig. 20. Fijación de fibrinógeno a plaquetas controles y del paciente. Las 
plaquetas lavadas fueron estimuladas con ADP (50 μM), epinefrina (1 mM), o DTT 
(1mM) durante 5 minutos y la fijación de Fg-FITC se determinó por citometría de flujo. 
(A) Los números en los histogramas representan el producto del canal medio de 
fluorescencia por el porcentaje de eventos positivos en un experimento representativo. 
(B) Representación de los valores mostrados en (A), expresados como porcentajes del 
control. 
 
La paciente había sido adoptada, por lo que no pudimos evaluar la 
presencia de la mutación en los padres biológicos. Consideramos, pues, 
necesario verificar la homocigosis en el gDNA. La secuenciación de la región 
genómica correspondiente a los exones 27 y 29 e intrones adyacentes reveló 
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heterocigosis de la transición C2829T (Fig. 21), sugiriendo la existencia de una 
segunda alteración que daría lugar a la práctica ausencia de mRNA. Por tanto, 
analizamos la región codificadora y parte de la intrónica del gen ITGA2B 
secuenciando productos de PCR que comprendían uno o más exones, 
dependiendo de su tamaño. Este análisis demostró la presencia de la transición 
C1750T en heterocigosis en el último codón del exón 17 que convierte la 
Arg553 en un codón de terminación (Fig. 21). El transcrito aberrante que 
resulta codificaría una proteína de sólo 552 aminoácidos carente de dominios 
transmembrana y citoplásmico. No encontramos otras mutaciones en el análisis 
completo de las secuencias codificadoras de αIIb y β3. 
 
 
 
 
Fig. 21. Identificación de las 
mutaciones en el gen ITG2B. (A) La 
secuenciación de la hebra antisentido 
del producto de RT-PCR 
correspondiente al fragmento 3’ del 
cDNA, reveló una sustitución G>A 
que se traduce en el cambio 
aminoacídico P912L. (B) El análisis 
de la secuencia del gDNA del 
paciente reveló el estado de 
heterocigosis de la transición 
observada en el mRNA, y la 
presencia de la mutación sin sentido 
Arg553Stop en el último codón del 
exón 17. 
 
Efecto de la transición C2829T en el procesamiento del mRNA.- 
En el análisis de clones individuales procedentes del producto de RT-PCR 
donde habíamos identificado la mutación del exón 27 observamos que un alto 
número de ellos contenían una secuencia con el exón 28 delecionado 
(resultados no mostrados). Esta variante del mRNA de αIIb con el exón 28 
delecionado (αIIb-28) es un producto de procesamiento alternativo presente en 
cantidades muy bajas en plaquetas normales. Consideramos, pues, de interés 
explorar la posibilidad de que la mutación del exón 27 indujese la deleción del 
exón 28. Clonamos la región genómica que comprende los exones 27 y 29 y 
regiones intrónicas adyacentes, de un control y del paciente, entre las 
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secuencias consenso donadoras y aceptoras del vector Exontrap (Fig. 22A). La 
expresión de la secuencia silvestre en células CHO da lugar a niveles similares 
de transcritos de aproximadamente 400 y 300 pb; sin embargo, en el análisis 
de las células transfectadas con la construcción mutante observamos un 
incremento relativo de casi el 100% del producto de 300 pb (Fig. 22B). La 
secuenciación de dichos productos de 400 y 300 pb demostró que 
correspondían a fragmentos de transcritos de αIIb normal o con el exón 28 
delecionado, respectivamente. 
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x27 28 29
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DNA genómico
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0.5
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27 29
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Fig. 22. Efecto de la mutación C2828T en el procesamiento del mRNA de la 
subunidad αIIb. (A) Representación esquemática del minigén clonado en el vector 
Exontrap utilizado en el análisis del procesamiento postranscripcional. Las flechas 
indican la localización de los oligonucleótidos que se usaron en la amplificación del 
RNA. (B) Las construcciones fueron transfectadas de forma transitoria en células 
CHO y los productos del minigén, amplificados a partir del RNA total, se resolvieron 
en un gel de agarosa teñido con EtBr. Experimento representativo de tres. 
 
Expresión transitoria de de las formas silvestre y mutante de αIIb en 
células CHO-β3.- 
La figura 23 muestra los resultados obtenidos tras expresar la forma 
silvestre αIIb-P912 y la mutada αIIb-L912 en una línea de células CHO con 
expresión estable de la subunidad β3 (células CHO-β3). Dada la cercanía del 
polimorfismo HPA-3b (Ile843Ser) respecto a la variación Pro912Leu, 
analizamos también el efecto que éste pudiera tener sobre la expresión en 
superficie, por sí mismo o en presencia de la mutación. Los niveles de 
expresión del complejo αIIbβ3 en superficie resultaron ser independientes de la 
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presencia de este polimorfismo. Sin embargo, la sustitución P912L redujo la 
expresión del receptor alrededor del 80%, tanto en presencia como en 
ausencia del polimorfismo HPA-3b.  
 
Fig. 23. Expresión en superficie de 
αIIbβ3 en células CHO-β3 
transfectadas de forma transitoria. 
Células CHO con expresión estable 
de la subunidad β3 fueron 
transfectadas con el cDNA de αIIb 
normal, αIIb-L912, αIIb-HPA-3b, o αIIb 
con ambas variaciones (αIIb-L912-
HPA-3b) La expresión en superficie de 
αIIbβ3 en superficie se determinó 
mediante citometría de flujo con el 
anticuerpo anti-αIIb 2BC1. Los 
valores, medias de tres experimentos 
independientes, representan el 
producto del canal medio de 
fluorescencia por el porcentaje de 
células positivas. (*) p<0,05. 
 
 
 
1.3. GT tipo variante asociada a la mutación Leu718Pro en 
heterocigosis en la subunidad β3. 
Descripción del fenotipo clínico y análisis funcional de las plaquetas.- 
La paciente es una mujer de 43 años natural de las Islas Canarias, con 
historia clínica de diátesis hemorrágica desde los primeros meses de vida, 
manifestada como epistaxis frecuentes, formación de hematomas ante mínimos 
traumas, menorragias, y dos episodios de sangrado intraperitoneal 
espontáneos. Su hermana presentaba síntomas leves, mientras que los padres 
no refirieron ningún tipo de alteración hemorrágica. El estudio analítico mostró 
un recuento plaquetario medio de 100x109 plaquetas/l (rango normal: 150-
350x109 plaquetas/l), un volumen plaquetario medio de 6.5 fl (niveles normales: 
12-13 fl), y ligera anisocitosis en frotis sanguíneo. La agregación plaquetaria en 
respuesta a distintos agonistas (ADP, epinefrina, colágeno, y ácido 
araquidónico) estaba muy reducida (niveles de agregación del 15-25% con 
respecto al control). La expresión de P-selectina y CD63 tras la activación con 
TRAP 25 μM fue del 7%, y la captación y liberación de mepacrina en respuesta 
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a TRAP (50 μM) fue negativa. En base a estos resultados, la paciente fue 
diagnosticada de tromboastenia de Glanzmann. 
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Fig. 24. Expresión de αIIbβ3 en plaquetas control y de la paciente. (A) Detección 
por citometría de flujo de la expresión en superficie de los receptores αIIbβ3 y GPIb-IX 
con anticuerpos monoclonales anti-β3 (H1AG11), anti-αIIb (2BC1), anti-αIIbβ3 (P2) y 
anti-GPIbα (AK2). Datos correspondientes a una determinación representativa de dos. 
(B) Los valores corresponden a los canales medios de fluorescencia en (A) 
expresados en porcentajes respecto a los del control. (C) Análisis de western en 
condiciones no reductoras de la expresión de β3 y αIIb en lisados de plaquetas con los 
anticuerpos monoclonales H1AG11 y 2BC1, respectivamente. Determinación 
representativa de tres independientes. 
 
El contenido plaquetario de receptor αIIbβ3 se estimó por citometría de flujo 
y análisis de western. En la paciente, con anticuerpos que reconocen β3, αIIb o 
el complejo αIIbβ3, la expresión en superficie resultó ser del 78%, 63% o 47% 
del control, respectivamente (Fig. 24A y B). Este análisis reveló expresión 
normal de GPIbα. Sin embargo, el contenido de αIIbβ3 total estimado mediante 
análisis de western fue similar al de los controles (Fig. 24C). Según estos 
resultados la paciente padece una TG de tipo variante. 
Aunque una pequeña población de plaquetas de la paciente fijaba 
fibrinógeno soluble en condiciones basales (Fig. 25A), la capacidad de las 
plaquetas para fijar el ligando en respuesta a ADP, TRAP y PMA estaba muy 
reducida (Fig. 25A y B). La estimulación con agonistas tampoco indujo en las 
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plaquetas de la paciente la unión del anticuerpo PAC-1, que sólo reconoce la 
conformación activa de αIIbβ3 (resultados no mostrados). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 25. Análisis por citometría de 
flujo de la fijación de fibrinógeno 
soluble en respuesta a agonistas en 
plaquetas control y de la paciente. 
(A) Las plaquetas lavadas fueron 
estimuladas durante 5 minutos con 
ADP-Epinefrina (50 mM-1 mM), TRAP 
(25 μM), o PMA (10 nM), y después 
incubadas con fibrinógeno marcado 
(Fg-FITC) durante 20-30 minutos. 
Experimento representativo de dos. 
(B) Representación de los valores de 
fijación de Fg-FITC expresados como 
productos del porcentaje de células 
positivas por su canal medio de 
fluorescencia. 
 
Análisis de la secuencia de los genes ITGA2B e ITGB3.- 
Realizamos el análisis de la secuencia de fragmentos de DNA solapados, 
productos de la amplificación por RT-PCR de los mRNAs de los genes ITGA2B 
e ITGB3. De este modo, identificamos una nueva mutación en heterocigosis, 
T2231C, en el exón 14 de ITGB3, que daría lugar a la sustitución de un residuo 
de leucina por prolina en la posición 718 del péptido maduro de la subunidad 
β3 (Fig. 26A). La mutación fue confirmada mediante la secuenciación del 
fragmento correspondiente de DNA genómico. 
En el análisis del cDNA del gen ITGA2B detectamos dos variaciones 
polimórficas en homocigosis: la sustitución Ile843Ser (polimorfismo HPA3b) y la 
transición C3063T en el primer codón del exón 30, que no da lugar a cambio 
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aminoacídico. El estudio del gDNA confirmó la homocigosis de estos 
polimorfismos y, además, reveló la existencia de otras tres variaciones 
polimórficas, también en homocigosis, en el intrón 21: 
IVS21+36delCAGGGGCTC, IVS21+254A>G, y IVS21-7C>G (Fig. 26B). Los 
cinco polimorfismos fueron detectados en heterocigosis en un individuo control 
de la misma región geográfica. 
Consideramos de interés determinar si la presencia simultánea de los tres 
polimorfismos identificados en el exón 21 podría alterar el procesamiento del 
mRNA de la subunidad αIIb. El análisis de exontrap de fragmentos de DNA que 
comprenden los exones 21 y 22 mostró que el alelo variante genera un 
producto de RT-PCR adicional que contiene transcritos de αIIb aberrantes por 
incorporación de fragmentos de longitud variable del intrón 22 (Fig. 26C). 
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Fig. 26. Identificación de la mutación Leu718Pro en la subunidad β3. (A) 
Detección de la transición C>T, que genera la sustitución Leu718Pro, en un fragmento 
de cDNA de la subunidad β3. (B) Variaciones polimórficas en homocigosis en el gen 
ITGA2B de la paciente. (C) Análisis de exontrap de los fragmentos de gDNA normal y 
polimórfico que comprenden los exones 21 y 22. El RNA total de células CHO, 
transfectadas de forma transitoria con los fragmentos de DNA clonados en el vector 
pET01, se utilizó como templado en las reacciones de amplificación por RT-PCR, 
como se describe en “Materiales y métodos”. 
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Caracterización funcional de la integrina αIIbβ3-P718.- 
1. Dimerización de la subunidad mutante β3-P718 con las 
subunidades α. 
La mutación L718P, localizada en la denominada región membrana-
proximal de la cola citoplásmica de β3, está conservada en todas las cadenas β 
de las integrinas. La subunidad β3 es también componente del receptor de 
vitronectina (integrina αvβ3), cuya expresión en plaquetas es mucho menor que 
la de αIIbβ3. 
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Fig. 27. Expresión de αIIbβ3 y αvβ3 en células K562 transfectadas de forma 
transitoria. Análisis por citometría de flujo de la expresión de β3 en células 
transfectadas con los cDNAs normal o mutante de β3 solos (A) o en combinación con 
el cDNA de αIIb (B). El nivel de expresión se calculó multiplicando el porcentaje de 
células positivas por el canal medio de fluorescencia. Los valores están expresados en 
porcentajes respecto a la expresión de las células transfectadas con el cDNA de la β3 
normal. (C) Inmunoprecipitación de complejos αIIbβ3 con anti-β3 (H1AG11) o con anti-
αIIb (2BC1) en células transfectadas con cDNA-β3 normal o mutante, solo o junto con 
cDNA-αIIb. El análisis de western de los inmunoprecipitados se realizó con una mezcla 
de anti-αIIb y anti-β3 en condiciones no reductoras. (D) Inmunoprecipitación de 
complejos αvβ3 en las mismas células de (C) y detección por western con el 
anticuerpo anti-β3. Los anticuerpos utilizados fueron: β3: H1AG11; αIIb: 2BC1; αvβ3: 
LM609; αIIbβ3: P2. Experimento representativo de dos. 
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Para estudiar los efectos de la mutación L718P en la expresión de las 
integrinas β3, nucleofectamos células K562 de forma transitoria con los cDNAs 
normal o mutante de β3, solos o junto con el de αIIb (Fig. 27). Los niveles de 
αIIbβ3 en superficie fueron muy similares en células transfectadas con los 
cDNAs de αIIb y de β3 normal o mutante, indicando que la subunidad β3-P718 
no tiene alterada su capacidad para dimerizar con αIIb y que no impide el 
procesamiento de dicho complejo hasta la superficie celular. En cambio, las 
células transfectadas con el cDNA-β3 mutante mostraron una marcada 
reducción de la expresión de β3-P718 formando complejo con la cadena αv 
endógena. Cuando la transfección se realizó con ambos cDNAs de β3, normal 
y mutante, no se observó reducción en la tasa de expresión de αvβ3 (Fig. 27B). 
En consonancia con estos observaciones, los datos del análisis de 
inmunoprecipitación de complejos αIIbβ3 y αvβ3 indican que la subunidad β3 
mutante es sintetizada y procesada con la subunidad αIIb de forma similar a la 
β3 normal; sin embargo, altera alguno de los procesos implicados en la 
maduración y tráfico del complejo αvβ3 (Fig. 27C y D). 
αIIbβ3 WT
αIIbβ3 
(WT+P718)
αIIbβ3
(P718)
Control
β3 αIIb αvβ3 αIIbβ3
 
Fig. 28. Expresión en superficie de αIIbβ3 y αvβ3 en transfectantes estables de 
células CHO. Análisis por citometría de flujo de los niveles de expresión de αIIbβ3 y 
αvβ3. La detección de los complejos se realizó con los anticuerpos H1AG11 (anti-β3), 
2BC1 (anti-αIIb), LM609 (anti-αvβ3) y P2 (anti-αIIbβ3). 
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2. Procesamiento de la subunidad β3-P718 en transfectantes estables. 
Para caracterizar funcionalmente los receptores portadores de la mutación 
Leu718Pro de β3, generamos poblaciones de células CHO con expresión 
estable de las subunidades αIIb y β3 normal (CHO-αIIbβ3-WT), β3 mutante 
(CHO-αIIbβ3-P718), o ambas subunidades β3 [CHOαIIbβ3(WT+P718)] (Fig. 
28). 
El establecimiento de estas transfectantes nos permitió confirmar la menor 
expresión de αvβ3 en las células transfectadas con el cDNA de β3-P718, y 
niveles normales en células transfectadas con los cDNAs de β3 normal y 
mutante (Fig. 28), como habíamos observado en las células K-562. El análisis 
de inmunofluorescencia con el monoclonal anti-β3 H1AG11 (Fig. 29) mostró 
una distribución homogénea del marcaje de β3 en las células CHO-αIIbβ3-WT. 
Sin embargo, en las células que expresan la subunidad mutante, CHO-
αIIbβ3P718 y CHOαIIbβ3(WT+P718), observamos un patrón de distribución 
reticular. La superposición de los marcajes con H1AG11 y un anticuerpo contra 
la proteína disulfuro isomerasa (PDI) del retículo endoplásmico (RE) sugiere 
que la variante mutada es parcialmente retenida en dicho compartimento 
celular. Por otra parte, el marcaje de las células CHO-αIIbβ3-P718 con el 
anticuerpo anti-αvβ3 LM609 reveló la retención de dicho complejo en un 
compartimento cercano al núcleo que previsiblemente corresponde al aparato 
de Golgi (Fig. 29B). Este patrón no se observa en las células que expresan 
también la forma normal de β3, CHO-αIIbβ3(WT+P718). Estos resultados, junto 
con los obtenidos por citometría de flujo y análisis de inmunoprecipitación en 
las células K562, indican que la menor expresión de αvβ3-P718 en superficie 
se debe a su retención, sobre todo, en el RE. Los diferentes patrones de 
marcaje del RE que se obtienen con los anticuerpos H1AG11 (Fig. 29A) y 
LM609 (Fig. 29B) probablemente denotan el defectuoso procesamiento del 
heterodímero retenido a ese nivel, que le impide ser reconocido por el 
anticuerpo anti-αvβ3. Sólo parte de los complejos que se acumulan en el 
aparato de Golgi, donde ya tienen un grado de procesamiento que les permite 
ser reconocidos por el monoclonal LM609, podrían alcanzar la membrana de 
superficie celular. 
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Fig. 29. Retención de αvβ3 mutante en el retículo endoplásmico. Análisis de 
inmunofluorescencia de células CHO con expresión estable de αIIb y β3 normal (WT), 
β3 mutante (P718), o ambas (WT+P718). Tras 4 horas de adhesión sobre fibrinógeno 
inmovilizado (50 μg/ml) las células fueron fijadas, doblemente marcadas con los 
anticuerpos anti-proteína disulfuro isomerasa (PDI) para visualizar el RE y anti-β3 
(H1AG11) (A) o anti-αvβ3 (LM609) (B) y visualizadas en un microscopio confocal. Las 
barras indican un tamaño de 20 μm.  
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3. Caracterización funcional del complejo mutante αIIbβ3-P718. 
Como se observa en la figura 28, los tres tipos de poblaciones de células 
CHO muestran niveles de expresión máxima similares. Sin embargo, la 
estabilidad de la expresión de las transfectantes que contienen sólo el complejo 
mutante es menor, lo cual se traduce en una disminución del canal medio de 
fluorescencia. 
PAC-1 PAC-1+RGDS Fg-FITC
αIIbβ3 WT
αIIbβ3 
(WT+P718)
αIIbβ3
(P718)
B.
αIIbβ3 WT αIIbβ3 (P718)
αI
Ib
Fg-FITC Fg-FITC
A.
αIIbβ3 WT
αIIbβ3 
(WT+P718)
αIIbβ3
(P718)
- DTT
C.
αI
Ib
 
Fig. 30. La mutación L718P induce la fijación de ligandos solubles a la integrina 
αIIbβ3. (A) Fijación de PAC-1 y fibrinógeno. Las células en suspensión (105/100 μl) 
fueron incubadas a temperatura ambiente durante 20-30 minutos con el anticuerpo 
PAC-1-FITC en ausencia o presencia del péptido RGDS (0,5 mM), o con fibrinógeno 
(Fg)-FITC (50 μg/ml) y, posteriormente, lavadas y analizadas por citometría de flujo. 
(B) Análisis de la fijación de Fg-FITC en células marcadas con anti-αIIb. (C) 
Agregación dependiente de fibrinógeno. Las células en suspensión (2,5x106/ml) fueron 
incubadas con fibrinógeno (1 mg/ml) en ausencia o presencia de DTT (15 mM) durante 
15 minutos en placas de 24 pocillos a 37ºC. Las imágenes se tomaron en un 
invertoscopio con contraste de fase con un aumento de 40x. Se muestran 
experimentos representativos de al menos 3. 
 
Comenzamos la caracterización funcional del receptor mutante estimando 
su estado de activación en estas células. Para ello, determinamos por 
citometría de flujo la fijación de fibrinógeno y del anticuerpo PAC-1, que 
reconoce la conformación activa del receptor (Fig. 30A). Los resultados de 
estos ensayos indican que una subpoblación de células CHO-αIIbβ3-P718 
tiene manifiestamente incrementada su capacidad para fijar tanto PAC-1 como 
fibrinógeno, efecto que es bloqueado en presencia de un exceso del péptido 
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RGDS. Este aparente estado de activación constitutiva es dependiente de los 
niveles de expresión del receptor ya que sólo se observa en la población que 
expresa altos niveles de αIIbβ3-P718 (Fig. 30B). El fenómeno observado se 
tradujo en la formación de agregados celulares cuando las células portadoras 
fueron incubadas con fibrinógeno soluble a una concentración de 1 mg/ml (Fig. 
30C). Por otra parte, el tratamiento con DTT, que produce un cambio 
conformacional de la integrina, indujo la agregación masiva de las células con 
expresión estable del receptor normal. Sin embargo, las células CHO-αIIbβ3-
P718 no respondieron al agente reductor y las células CHO-αIIbβ3(WT+P718) 
mostraron un patrón de agregación intermedio (Fig. 30C). 
αIIbβ3 WT
αIIbβ3 
(WT+P718)
αIIbβ3 (P718)
Suero
Fg
 
Fig. 31. Distribución de αIIbβ3 en respuesta a la adhesión y extensión celular. 
Las transfectantes estables de células CHO se extendieron durante 4 horas sobre 
sustrato de suero o fibrinógeno. Después fueron fijadas y marcadas con el anticuerpo 
anti-αIIb 2BC1. Las flechas señalan clusters de integrina. Las flechas muestran los 
clusters de integrinas. El asterisco muestra el patrón de agrupamiento atípico en las 
células CHO-αIIbβ3-P718 sobre fibrinógeno inmovilizado. Las barras indican un 
tamaño de 20 μm. 
 
Analizamos a continuación el patrón de distribución de los complejos 
αIIbβ3 normales y mutantes durante la extensión de las transfectantes estables 
de células CHO. Para ello, las células se sembraron en platos sin o con 
recubrimiento de fibrinógeno y, tras su adhesión y extensión durante tiempos 
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variables, fueron fijadas y marcadas con el anticuerpo anti-αIIb 2BC1. Por 
microscopía confocal observamos que el típico reagrupamiento de la integrina 
(clustering) inducido por sustrato estaba sensiblemente aumentado en las 
células portadoras de la subunidad β3 mutante (Fig. 31). Este incremento del 
clustering es, al menos parcialmente, dependiente de sustrato pues las 
diferencias fueron más notorias en células adheridas sobre Fg inmovilizado. 
Además, en un alto porcentaje de las células CHO-αIIbβ3-P718 apreciamos un 
patrón de agrupamiento atípico y masivo, en contacto con el sustrato, con una 
imagen de malla con espacios redondeados libres de integrina (resaltado en 
Figs. 31 y 32B). 
A.
B.
αIIbβ3 F-actina superposición
 
Fig. 32. Patrones de clustering de αIIbβ3-P718 en transfectantes estables de 
células CHO. Las células CHO con expresión estable de la variante αIIbβ3-P718, 
extendidas sobre sustrato de fibrinógeno durante 4 horas, fueron fijadas y marcadas 
con faloidina y el anticuerpo anti-αIIbβ3 P2. Su visualización se realizó por microscopía 
confocal. (A) El recuadro ampliado muestra clusters clásicos de integrina en los focos 
de adhesión y su colocalización con la actina fibrilar. (B) El recuadro ampliado muestra 
el atípico patrón de clustering masivo y la ausencia de focos de adhesión en esa 
localización. Las flechas indican los clusters de integrina en los focos de adhesión, 
mientras que los asteriscos muestran los patrones de agrupamiento atípico. Las barras 
indican un tamaño de 20 μm. 
 
La inestabilidad de la expresión de la integrina mutante en la población 
CHO-αIIbβ3-P718, junto con la observación de que sólo una subpoblación 
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celular tiene capacidad para fijar PAC-1 sugieren que, sólo en las células con 
mayor densidad de receptor en superficie, la expresión de la integrina mutante 
se traduciría en fijación constitutiva de ligando y clustering masivo durante la 
adhesión. 
El doble marcaje con anti-αIIb y faloidina nos permitió observar que, en las 
células CHO-αIIbβ3-P718, los clusters o reagrupamientos típicos de la integrina 
presentan una clara colocalización con la actina fibrilar en los focos de 
adhesión (Fig. 32A, detalle). Sin embargo, los clusters atípicos masivos nunca 
se localizan en los bordes de la célula y no forman focos de adhesión (Fig. 32B, 
detalle), lo cual podría indicar que tales agrupamientos carecen de capacidad 
funcional adhesiva o, al menos, que tienen alterada su conexión con el 
citoesqueleto. 
A. B.
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Fig. 33. Crosslinking de proteínas adyacentes mediado por DSS. Las células 
adheridas durante 16 horas a Fg inmovilizado (50 μg/ml), fueron tratadas com DSS (1 
mM) durante 15 minutos a 4ºC y, posteriormente, lisadas. Los lisados se resolvieron 
mediante SDS-PAGE al 6% y se analizaron por western con el anticuerpo anti-β3 
H1AG11 (A) o anti-αIIb 2BC1 (B). Experimento representativo de al menos cuatro 
independientes. Las flechas en diagonal indican complejos de tamaño similar 
reconocidos por los dos anticuerpos en ambos tipos celulares; (*) complejo detectado 
sólo en las células CHO-αIIbβ3-P718. 
 
La oligomerización de los dominios TM de las integrinas se ha propuesto 
como base molecular para explicar el agrupamiento de receptores en la 
superficie celular (Li et al., 2001). Para explorar esta posibilidad incubamos las 
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células con disuccinimidil suberato (DSS), éster bivalente que actúa como 
cross-linker formando enlaces covalentes entre moléculas físicamente 
cercanas. En el análisis de western de los lisados de las células que expresan 
el receptor mutante detectamos complejos de un tamaño aproximado de 300 
KDa tanto con un anticuerpo anti-αIIb como anti-β3 (Fig. 33, asterisco) que 
podrían corresponder a homodímeros u homotrímeros de αIIb y β3, 
respectivamente. 
αIIbβ3 WT
αIIbβ3 
(WT+918P)
αIIbβ3
(918P)
suero
Fg
 
Fig.34. Extensión de células CHO con sobreexpresión de αIIbβ3-WT o αIIbβ3-
P718. Patrón de extensión tras 16 horas de incubación sobre suero o fibrinógeno 
inmovilizado (50 μg/ml). Las células fueron fijadas, marcadas con el anticuerpo anti-β3 
H1A, y visualizadas en un microscopio de epifluorescencia. Fg: sustrato de fibrinógeno 
inmmovilizado. Las barras representan un tamaño de 50 μm. 
 
El reagrupamiento de integrinas en los contactos de adhesión focal se 
acompaña de fosforilación de la proteína FAK (quinasa de adhesión focal) 
(Giancotti y Ruoslahti, 1999), por lo que la determinación de dicha fosforilación 
se utiliza como ensayo funcional para monitorizar el clustering de integrinas. En 
nuestras condiciones experimentales, el patrón de fosforilación-defosforilación 
de FAK en células en suspensión o tras su adhesión a fibrinógeno inmovilizado 
durante distintos tiempos (desde 15 minutos hasta 16 horas) no mostró 
diferencias significativas entre células que expresan el receptor normal y el 
mutado (resultados no mostrados). Estos resultados sugieren que el clustering 
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masivo del receptor αIIbβ3-P718 mutante no se traduce en una mayor 
activación de la señalización out-in, en consonancia con su aparente ineficacia 
en la función adhesiva que detectamos en el análisis de inmunofluorescencia. 
Como ya hemos mencionado, la expresión de la mutante β3-P718 no 
alteró el patrón de extensión celular a tiempos cortos. Sin embargo, sí 
detectamos diferencias en el fenotipo de las células adheridas durante más de 
16 horas sobre fibrinógeno inmovilizado (Fig. 34). Las células CHO-αIIbβ3-WT 
se extendieron de forma homogénea con una morfología final redondeada o 
poligonal. En cambio, las células CHO-αIIbβ3-P718 adquirieron una morfología 
fusiforme con una o dos prolongaciones celulares muy largas y disminución del 
número de adhesiones focales, localizadas por otra parte en las zonas más 
distales al núcleo, sobre todo en los extremos de las largas prolongaciones. 
Las células que expresan ambas subunidades β3, normal y mutante, 
presentaron un patrón morfológico intermedio. Estas diferencias en los 
patrones de extensión no fueron tan aparentes en las células adheridas sobre 
sustrato inespecífico (Fig. 34). La mutación P718 no tuvo efectos significativos 
sobre la velocidad de migración bidimensional, estudiada en ensayos de cierre 
de herida o scratch-assay, independientemente del sustrato utilizado (datos no 
mostrados). 
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2. Hipodisfibrinogenemia congénita asociada a fenotipo 
hemorrágico leve y complicaciones trombóticas.  
Descripción clínica.- 
La paciente, una mujer caucásica de origen estadounidense, presentaba 
leve historial hemorrágico caracterizado por menorragias y sangrado postparto. 
Fumadora habitual, a la edad de 60 años desarrolló una colecistitis, y los 
análisis de rutina revelaron tiempos de trombina, protrombina, tromboplastina y 
reptilasa elevados, que fueron revertidos al complementar las muestras con 
plasma normal. Ensayos específicos revelaron actividades normales de los 
factores II, V, VII, X y XIII. Los niveles de fibrinógeno funcional fueron de 59 
mg/dl, mientras que los niveles antigénicos fueron de 184 mg/dl (valores de 
referencia: 150-450 mg/dl). La paciente fue diagnosticada de disfibrinogenemia. 
Tres años más tarde, sufrió un accidente laboral con aplastamiento parcial de 
los dedos de la mano izquierda. Tras 2 semanas, el hematoma inicial degeneró 
en cianosis y gangrena del tercer dedo, por lo que fue tratada con transfusiones 
de crioprecipitado que elevaron sus niveles de fibrinógeno plasmático funcional 
hasta los 218 mg/dl. El estudio de RMN (resonancia magnética nuclear) reveló 
oclusión en la carótida izquierda desde su inicio en la aorta y estenosis severa 
en la arteria braquiocefálica derecha. No se realizaron más transfusiones de 
crioprecipitado y el dedo gangrenado fue amputado sin mayores 
complicaciones. Un mes más tarde, la angiografía confirmó la oclusión de la 
arteria subclavia derecha con “síndrome de robo” por la arteria vertebral. 
Asimismo, se observó una gran placa de ateroma en el origen de la subclavia 
izquierda así como ateromas aórticos.  
El caso fue referido desde el especialista clínico al laboratorio de la Dra. 
Lord, en la Universidad de Carolina del Norte, donde se inició su estudio 
molecular que, posteriormente, se completó en nuestro laboratorio del centro 
de Investigaciones Biológicas. 
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Estudio funcional del plasma. Polimerización de fibrina y caracterización 
inmunológica de las cadenas de fibrinógeno.- 
Los ensayos de polimerización de fibrina, monitorizada mediante la lectura 
de la absorbancia a 350 nm, revelaron un aumento de la turbidez en respuesta 
a trombina casi ausente en el plasma de la paciente. La hija y nieta de la 
paciente, asintomáticas y con niveles de fibrinógeno funcional de 131 y 177 
mg/dl, respectivamente, también mostraron un defecto severo en el proceso de 
polimerización, con un tiempo de respuesta incrementado y una turbidez final 
muy disminuida (Fig. 35). 
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Fig. 35. Registro de la polimerización de fibrina en respuesta a trombina. El 
plasma diluido 1:5 en HBS (CaCl2 1 mM) del individuo control, paciente y familiares fue 
tratado con trombina (0,1 U/ml) a 37ºC, y el aumento de turbidez se monitorizó en un 
lector de placas midiendo la absorbancia a 350 nm. 
 
Mediante análisis de western comprobamos que la paciente carecía de 
cadenas Aα de fibrinógeno de tamaño normal (Fig. 36A) y, con anticuerpos 
específicos identificamos una cadena truncada de aproximadamente 56 KDa, 
frente a los 67 KDa de la cadena completa (Fig. 36B). La subunidad truncada 
no se detectó con anticuerpos específicos para el dominio C-terminal de la Aα 
(Fig. 36C). En el análisis de los familiares se detectaron ambos tamaños de 
subunidades Aα en cantidades muy similares (Fig. 36B). 
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Fig. 36. Análisis de western de las cadenas de fibrinógeno de la paciente y 
familiares. Muestras de plasma control, de la paciente, y de sus familiares fueron 
resueltas por SDS-PAGE al 7.5% en condiciones reductoras y transferidas a 
membranas de PVDF. La detección de las proteínas se realizó con un anticuerpo 
policlonal anti-fibrinógeno (A), un anticuerpo policlonal frente a la cadena Aα del 
fibrinógeno (B), o con anticuerpos monoclonales frente a la región C-terminal de la 
cadena Aα (anticuerpo 9E9) o frente a los residuos 603-610 (C). 
 
Identificación de dos mutaciones en el gen FGA. 
En el análisis de secuenciación de los productos de amplificación de los 
exones y secuencias intrónicas adyacentes del gen FGA identificamos dos 
mutaciones en la paciente. En primer lugar, detectamos la deleción 4841delC 
en heterocigosis en el quinto exón del gen. Esta mutación induce un cambio en 
el marco de lectura, introducción de 23 residuos aberrantes, y genera una 
cadena Aα truncada en el residuo 517 (frente a los 610 de la cadena completa) 
(Fig. 37A). Esta mutante de la cadena Aα había sido identificada previamente 
en un caso de heterocigosis asociada a un fenotipo hemorrágico severo y 
denominada variante AαPerth (Homer et al., 2003). Identificamos, en segundo 
lugar, la transición IVS4+1G>T en heterocigosis, en el primer nucleótido del 
cuarto intrón (Fig. 37B). Esta mutación ha sido reportada como la de mayor 
prevalencia asociada a afibrinogenemia en homocigosis (Asselta et al., 2006). 
La pérdida de la secuencia consenso donadora induce un procesamiento 
alternativo del mRNA que en último término conduce a su degradación. 
Detectamos también en heterocigosis el polimorfismo Ala312, que da lugar 
a una mayor afinidad del fibrinógeno por el factor XIII plasmático. Tras clonar el 
correspondiente producto de amplificación de gDNA comprobamos que el 
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polimorfismo cosegrega con la mutación 4841delC, responsable de la cadena 
Aα truncada. 
A. B.
4º exón intrón
IVS4+1G>T
G / T
150Leu      Glu Asp496 Pro        His Arg493
Met496 Leu His Arg493
- Aα WT
- Aα Perth
4841delC (Perth)
A T C A G  G   N G   N C N  N
 
Fig. 37. Identificación de las mutaciones 4841delC y IVS4+1G>T en el gen FGA de 
la paciente. (A) Sustitución en el primer nucleótido del intrón 4, que da lugar a 
procesamiento alternativo, cambio de marco de lectura y degradación del mensajero. 
(B) Deleción de la citosina 4841, que da lugar a cambio del marco de lectura y 
expresión de la variante AαPerth. Secuencia de la hebra antisentido. 
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3. Estudio de la función del factor XIII celular (FXIIIc). 
3.1. Determinación de la expresión del FXIIIc en distintos tipos 
celulares.  
El factor XIII del plasma (FXIIIp) es un tetrámero A2B2 que, en parte, circula 
asociado a la cadena γ’ del fibrinógeno. El FXIII también está presente como 
dímero A2 en el citoplasma de algunos tipos celulares, sobre todo, plaquetas y 
monocitos. Esta forma de FXIII, que se denomina FXIII celular (FXIIIc), podría 
representar la principal fuente de actividad transglutaminasa en estas células, 
pero su papel no se ha precisado hasta ahora. Con el fin de comparar los 
niveles de expresión del FXIIIc en células primarias y líneas celulares 
establecidas de origen humano realizamos ensayos de RT-PCR 
semicuantitativa (Fig. 38). Para corregir las variaciones en la cantidad de RNA 
total usada como templado, se amplificó en paralelo un fragmento de cDNA de 
β-actina. En la línea HEK-293, de origen renal, no se detectó expresión de 
FXIIIc; sin embargo, en las células K562, de origen mieloide no monocítico, se 
detectó la presencia del mensajero tras 35 ciclos de amplificación. La expresión 
de FXIIIc es mayor en monocitos primarios y, mediante análisis densitométrico, 
estimamos que aumenta unas 20 veces durante su diferenciación in vitro a 
células dendríticas. Las plaquetas muestran niveles relativos algo inferiores a 
los de las células dendríticas, pero un orden de magnitud superior a la 
expresión en monocitos. 
 
3.2. Función del FXIIIc en las plaquetas. 
Diagnóstico y caracterización de un caso de déficit de FXIIII-A.- 
La paciente, una mujer marroquí de 35 años, con un largo historial de 
sangrado, había sufrido dos abortos espontáneos. Entre sus antecedentes 
familiares, destacaba una hermana fallecida por hemorragia y otra con un 
episodio de sangrado con riesgo vital. El diagnóstico de déficit de FXIIIp se le 
realizó en el Hospital Universitario La Paz, mediante un método cromogénico 
que detecta la actividad transglutaminasa en plasma. Cuando se comenzó este 
estudio, la paciente recibía concentrado de FXIII por vía parenteral cada seis 
Nuevos avances en el conocimiento de la fisiopatología de la plaqueta 
 
 108 
semanas, como tratamiento profiláctico durante el embarazo. El estudio que se 
presenta a continuación se realizó a partir de muestras de sangre total 
obtenidas antes de la infusión de FXIII. 
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Fig. 38. Determinación de la expresión de FXIIIc mediante RT-PCR 
semicuantitativa. (A) Amplificación mediante RT-PCR de fragmentos de cDNA de 
FXIII-A y β-actina de 285 y 164 pb, respectivamente, utilizando como templado RNA 
total. Los resultados muestran un experimento representativo de, al menos, 3 
experimentos independientes. (B) Comparación cuantitativa de la expresión de FXIII-A 
en los distintos tipos celulares. Los productos de amplificación fueron analizados por 
densitometría. Las barras representan los valores de los cocientes FXIII-A/β-actina. 
 
Mediante microscopía de fluorescencia y análisis de western pudimos 
comprobar la ausencia total de FXIII-A intracelular en las plaquetas y células 
dendríticas procedentes de monocitos en la paciente (Fig. 39A). Estos 
resultados indican que la alteración estructural causante de la ausencia del 
FXIII plasmático radica en la subunidad A del dímero. Analizamos, pues, en 
primer lugar la secuencia codificadora del FXIII-A, para lo cual se amplificaron 
fragmentos solapables de cDNA, mediante RT-PCR, a partir de RNA extraído 
de plaquetas. Dicho análisis nos permitió identificar una mutación puntual 
consistente en una transición G>A en la posición 1687, en el exón 12, que 
produciría la sustitución Gly563Arg, descrita en 1998 por Takahasi y 
colaboradores (Takahashi et al., 1998). El estudio del gDNA nos permitió 
comprobar que la paciente es portadora de la mutación en homocigosis. 
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Fig. 39. Caracterización del déficit de Factor XIII celular. (A) Detección por 
inmunofluorescencia confocal del cFXIII en plaquetas de un control y de la paciente. 
CF: contraste de fase. La barra indica un tamaño de 10 μm. (B) Contenido de cFXIII 
por análisis de western de lisados de plaquetas. (C) Inmunofluorescencia de células 
dendríticas derivadas de monocitos de control y paciente. La observación se realizó 
utilizando un microscopio de epifluorescencia. La barra indica un tamaño de 30 μm. 
(D) Identificación de la transición G1687A en homocigosis en un fragmento de 1.417 
pb de cDNA del FXIII-A, a partir de RNA de plaquetas. 
 
Actividad transglutaminasa.- 
La transglutaminasa tisular tipo 2 (TG2) es otro miembro de la familia de las 
trasglutaminasas que, a diferencia del FXIIIc, se expresa de forma ubicua en 
las células de mamíferos. Dado el alto contenido de FXIIIc en plaquetas, se 
asume que la aportación de la TG2 en la actividad transglutaminasa total no 
sería significativa. Sin embargo, no existen datos sobre el grado de 
participación de cada una de estas moléculas. Por otra parte, recientemente, se 
ha descrito en un modelo de ratón que la ausencia de FXIII-A conduce a un 
incremento de la expresión de TG2 en plaquetas (Jobe et al., 2005). Por tanto, 
consideramos de interés determinar, mediante RT-PCR semicuantitativa, los 
niveles de expresión de ambas transglutaminasas en la paciente y en 
controles. Para ello, se amplificaron fragmentos de 285 pb correspondientes a 
la región de unión a GTP de ambas transglutaminasas utilizando un 
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oligonucleótido anti-sentido común y oligonucleótidos-sentido específicos de 
cada secuencia. Las reacciones de PCR se realizaron previa optimización del 
número de ciclos y concentración de templado dentro del rango de linearidad 
de la amplificación. Para corregir las variaciones en la cantidad de RNA total 
usada como templado, se amplificó en paralelo un fragmento de cDNA de β3. 
Los resultados, mostrados en la Fig. 40A y B, indican que la ausencia de FXIIIc 
en la paciente no se acompaña de un aumento compensatorio significativo de 
la expresión de TG2. Los datos sugieren también que los niveles de mRNA de 
TG2 en plaquetas son muy inferiores a los del FXIIIc. 
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Fig. 40. Estudio de la actividad tranglutaminasa en plaquetas controles y de un 
paciente con déficit de FXIIIc. (A) Amplificación mediante RT-PCR de fragmentos de 
cDNA de FXIII-A, TG2, y β3 utilizando como templado RNA total. El ensayo se realizó 
tres veces con resultados similares. (B) Representación de la cuantificación de las 
productos de amplificación de (A) por densitometría normalizada por la expresión de 
β3. (C) Estudio de la actividad transglutaminasa in vitro mediante la incorporación de 
cadaverina biotinilada (B-MDC). Los lisados de plaquetas lavadas se incubaron con B-
MDC en ausencia o presencia de EDTA o CaCl2 2 mM. Posteriormente fueron 
analizados mediante SDS-PAGE al 8%, transferidos a membrana de PVDF y 
revelados con avidina-HRP. Experimento representativo de tres. 
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La actividad transglutaminasa cataliza la formación de un enlace covalente 
entre una amina y un acilo, liberando una molécula de NH3. Con el fin de 
determinar la contribución de la TG2 en la actividad transglutaminasa total de 
las plaquetas, hemos desarrollado un ensayo para estimar la actividad 
enzimática in vitro, utilizando cadaverina biotinilada como sustrato donante de 
aminas. La detección de biotina con avidina puede utilizarse posteriormente 
para cuantificar la actividad transglutaminasa por colorimetría (Slaughter et al., 
1992). Por tanto, el patrón de proteínas susceptibles de transglutaminación se 
puede visualizar mediante SDS-PAGE y revelado con avidina (Fig. 40C). Esta 
aproximación nos permitió demostrar que la actividad transglutaminasa in vitro 
de las plaquetas carentes de FXIII-A es prácticamente nula. Estos resultados 
indican también que, en estas condiciones experimentales, la contribución de la 
TG2 en la actividad transglutaminasa total de la plaqueta es indetectable. 
Resultados similares se obtuvieron en el estudio de otro paciente con déficit de 
FXIII-A (datos no mostrados). 
Papel del FXIIIc en la función plaquetaria.- 
Los resultados anteriores sugieren que la elevada expresión de FXIII-A en 
las plaquetas les confiere, potencialmente, una alta actividad transglutaminasa. 
Consideramos pues de interés explorar el posible papel de esta actividad en la 
función plaquetaria. Para ello, comparamos la respuesta de plaquetas controles 
y plaquetas incubadas con monodansilcadaverina (MDC). La MDC es un 
sustrato inespecífico de transglutaminasas derivado de la cadaverina que 
puede atravesar la bicapa lipídica, por lo que se suele utilizar como sustrato 
competitivo para el estudio del papel funcional de actividades transglutaminasa 
(Fig. 13). En primer lugar, determinamos en estas plaquetas la agregación, 
fijación de fibrinógeno y activación de las proteínas MAPK en respuesta a la 
estimulación con agonistas (activación in-out). En segundo lugar analizamos su 
patrón de adhesión y extensión sobre sustrato inmovilizado (activación out-in). 
1. Agregación plaquetaria. Como se observa en la figura 41, la MDC 
inhibe de forma dosis-dependiente la agregación plaquetaria inducida tanto por 
el hexapéptido TRAP como por el éster de forbol PMA. La inhibición es 
detectable a concentraciones de MDC muy bajas, del orden de 50 μM y, 
aunque la dependencia de dosis sigue un patrón diferente, con ambos 
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activadores la agregación está prácticamente bloqueada a la concentración de 
200 μM.  
La inhibición de la agregación plaquetaria no creemos que se deba a un 
efecto tóxico directo de la MDC. Mediante ensayos de toxicidad con MTT 
(Mosmann, 1983), comprobamos que durante las 3 horas siguientes a los 
tratamientos descritos en este trabajo los niveles de actividad metabólica de las 
plaquetas no se alteran de forma significativa (datos no mostrados). 
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Fig. 41. Papel del FXIII-A en la agregación plaquetaria inducida por agonistas. El 
PRP diluido 1:3 con tampón Tyrode fue tratado con MDC a las concentraciones 
indicadas o DMSO (control) durante 15-30 minutos a 37ºC. Posteriormente, las 
plaquetas fueron estimuladas con TRAP 10 μM o PMA 150 nM e incubadas a 37ºC 
con agitación en un agregómetro. El registro representa los cambios de la resistencia a 
la corriente mediados por la formación de agregados entre los dos electrodos del 
agregómetro. Las flechas indican el momento de la adición de los agonistas. Se 
muestra la superposición de determinaciones sucesivas con PRP del mismo individuo. 
Los resultados son representativos de al menos 6 determinaciones con plaquetas de 
distintos individuos. 
 
2. Fijación de fibrinógeno soluble. En estos ensayos determinamos 
mediante citometría de flujo la fijación de fibrinógeno marcado con fluoresceína 
(Fg-FITC), en respuesta a diferentes estímulos, a plaquetas incubadas con 
concentraciones crecientes de MDC. En consonancia con los resultados de los 
ensayos de agregación, el tratamiento con MDC disminuye significativamente 
la fijación de fibrinógeno inducida por TRAP, PMA, o la combinación de ADP y 
epinefrina (Fig. 42). La distinta dependencia de dosis que se observa con 
TRAP y PMA difiere de la obtenida en los ensayos de agregación (Fig. 41). 
Esta discrepancia podría deberse a las diferentes condiciones experimentales 
en que se realizan ambas determinaciones. En conjunto, estos resultados 
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sugieren que la actividad transglutaminasa endógena interviene en la 
activación plaquetaria inducida por agonistas, y que su grado de participación 
podría variar en función del estímulo. 
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Fig. 42. Efecto de la inhibición competitiva del FXIII-A en la fijación de 
fibrinógeno mediada por agonistas. Las plaquetas lavadas de individuos controles 
fueron tratadas con MDC a las concentraciones indicadas o con DMSO (vehículo) 
durante 30 minutos a 37ºC. Después de 5 minutos de tratamiento con TRAP 25 μM, 
PMA 20 nM o ADP 50 μM + epinefrina 1 mM, se incubaron con FITC-Fg durante 20-30 
minutos. Tras retirar el exceso de Fg-FITC por centrifugación se analizaron por 
citometría de flujo. Los valores corresponden al producto del canal medio de 
fluorescencia por el porcentaje de plaquetas positivas, asumiendo un 100% de fijación 
en ausencia de MDC. Medias de un total de, al menos, tres experimentos. Para los 
tres agonistas, el efecto del MDC sobre la fijación resultó ser significativo (p<0,05). 
 
Corroboramos estos resultados comparando la fijación de fibrinógeno, en 
respuesta a diferentes agonistas, en plaquetas procedentes de individuos 
controles y de la paciente carente de FXIIIc (Fig. 43). Los valores de fijación de 
fibrinógeno en las plaquetas de la paciente estimuladas con ADP+Epi. o con 
PMA están contenidos en el rango de distribución de los valores de las 
plaquetas controles. Sin embargo, las plaquetas carentes de FXIIIc mostraron 
una respuesta disminuida a la activación por TRAP, que se puso de manifiesto 
en repetidas determinaciones. Como era de esperar, la dispersión de los 
valores de fijación de fibrinógeno en respuesta a DTT, cuyo efecto se debe a 
un cambio conformacional de la integrina αIIbβ3, fue similar en ambos tipos de 
plaquetas. 
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Fig. 43. Fijación de fibrinógeno en plaquetas controles y carentes de FXIII-A. 
Plaquetas lavadas de individuos controles y de un paciente con déficit de FXIII-A 
fueron tratadas durante 30 minutos con MDC o DMSO (vehículo) y, posteriormente, 
estimuladas 5 minutos con los distintos activadores e incubadas durante 20-30 
minutos con Fg-FITC. Los valores representados corresponden a los porcentajes de 
plaquetas que fijan Fg-FITC en cada determinación. Los números entre paréntesis 
indican el número total de determinaciones realizadas en, al menos, tres extracciones 
diferentes de muestras tanto controles como de la paciente. C: Control. P: Paciente. 
 
3. Activación de las rutas de MAPK. Está descrito que las MAP quinasas 
(MAPK) están implicadas en la señalización mediada por receptores acoplados 
a proteínas G (GPCR); sin embargo, su papel en la activación plaquetaria 
inducida por los ligandos de estos receptores no está claro. La figura 44 
muestra que la estimulación de plaquetas controles con TRAP o PMA da lugar 
a la fosforilación de la MAPK ERK1/2, respuesta que está significativamente 
reducida en las plaquetas carentes de FXIII. 
Control
pERK1/2
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- TRAP          PMA
Amido black
- TRAP           PMA  
Fig. 44. Fosforilación de la MAPK ERK1/2 en respuesta a TRAP y PMA en 
plaquetas controles y plaquetas carentes de FXIII. Plaquetas lavadas de individuos 
control y paciente fueron estimuladas durante 5 minutos con TRAP 20 μM e, 
inmediatamente, lisadas en tampón Laemmli. La fosforilación de ERK1/2 se determinó 
mediante análisis de western, resolviendo los lisados en geles de poliacrilamida al 
10% en condiciones reductoras y utilizando un anticuerpo policlonal que reconoce la 
forma fosforilada de la MAPK. Como control de carga se muestra la banda que 
corresponde al tamaño de la actina (42 KDa) en la membrana teñida con amido-black. 
La figura muestra un experimento representativo de tres independientes. 
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La menor fosforilación de ERK1/2 en plaquetas de la paciente podría indicar 
que el FXIIIc está implicado en esta ruta de señalización. Sin embrago, los 
experimentos con MDC no apoyaron esta posibilidad. Nuestros resultados 
sugieren que la ruta de ERK1/2 no tiene un papel importante en la activación 
de la integrina αIIbβ3 mediada por agonistas puesto que, como indican los 
datos de la figura 45, la inhibición de la fijación de fibrinógeno producida por la 
MDC no está relacionada con el estado de fosforilación de esta quinasa. 
Apoyando esta idea, el bloqueo de la fosforilación por el inhibidor de MEK1 
PD98059 no alteró el patrón de fijación de Fg marcado. Por otra parte, la 
incubación de las plaquetas con MDC induce la activación de p38; pero, de 
momento, no conocemos el significado de esta observación. 
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Fig. 45. Efecto de PD98059 y/o MDC sobre la fijación de fibrinógeno y la 
fosforilación de ERK1/2 y p38 de plaquetas estimuladas por TRAP o PMA. (A) Las 
plaquetas lavadas fueron tratadas con vehículo (DMSO), MDC (200 μM), PD98059 (40 
μM), o la combinación de ambos, durante 30 minutos a 37ºC. Después fueron 
estimuladas durante 5 minutos con TRAP (25 μM) o PMA (20 nM) y, posteriormente, 
incubadas con Fg-FITC durante 20-30 minutos. Los valores corresponden al producto 
del porcentaje de plaquetas positivas por el canal medio de fluorescencia de dicha 
población, y son medias de 4 experimentos con plaquetas de distintos individuos. (*) 
p<0.05; (**) p<0,01. (B) Antes de añadir el Fg-FITC, alícuotas de las reacciones fueron 
lisadas con un volumen de tampón Laemmli. La fosforilación de ERK1/2 y p38 se 
determinó mediante análisis de western utilizando anticuerpos policlonales que 
reconocen la forma fosforilada de las proteínas. Como control de carga se muestra la 
banda que corresponde al tamaño de la actina (42 KDa) en la membrana teñida con 
amido-black. La figura muestra un resultado representativo de cuatro experimentos 
independientes. 
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4. Adhesión y extensión sobre sustrato inmovilizado. Cuando las 
plaquetas contactan con determinados sustratos inmovilizados, se genera una 
señalización dependiente de integrinas (activación out-in) que, entre otros 
efectos, induce un cambio estructural en el citoesqueleto. La plaqueta se 
extiende y emite prolongaciones citoplasmáticas finas y alargadas, con fibras 
de F-actina organizadas en haces paralelos, que se denominan filopodios. 
Seguidamente, se forman lamelas, que son extensiones de la membrana 
citoplásmica entre dos filopodios con un citoesqueleto de F-actina compuesto 
por haces entrecruzados. El proceso de extensión de la plaqueta suele terminar 
aquí pero, en ocasiones, y en una proporción constante pero con una alta 
variabilidad entre individuos, el cuerpo plaquetario se contrae, cualquiera que 
sea su estado de extensión, y libera pequeños fragmentos de plaqueta. Estos 
fragmentos no contienen actina fibrilar en su interior pero mantienen la integrina 
αIIbβ3 en su superficie y fosfatidilserina expuesta en el exterior, mientras que el 
cuerpo plaquetario (CP) permanece adherido a la superficie del plato, con 
actina fibrilar en su interior y con escaso contenido de αIIbβ3 en su superficie. 
Este fenómeno de efecto protrombótico, se ha denominado “fenotipo inducido 
por calcio sostenido” (sustained calcium induced phenotype, SCIP) y se ha 
propuesto que podría ser, en parte, dependiente del cFXIII (Kulkarni y Jackson, 
2004). 
Mediante inmunofluorescencia y microscopía confocal, hemos analizado la 
localización de la subunidad β3 y del FXIII-A en plaquetas controles en 
diferentes fases del mencionado proceso de activación desencadenado tras el 
contacto con fibrinógeno inmovilizado (Fig. 46). En la plaqueta en reposo, el 
FXIII-A está repartido de forma aparentemente homogénea en el citoplasma. 
Cuando la plaqueta se adhiere, parece translocarse a la membrana y se puede 
apreciar un marcaje punteado a lo largo de los filopodios. Su marcaje es más 
intenso en el borde de avance durante la formación de la lamela, y en toda la 
periferia cuando la plaqueta está totalmente extendida. El aspecto punteado del 
marcaje del FXIII-A sugiere una distribución en clusters o grupos en el 
citoplasma de la plaqueta. En las plaquetas que desarrollan el fenómeno de 
SCIP, las partículas liberadas contienen en su interior FXIII-A, pero el marcaje 
es mucho más intenso en el cuerpo de la plaqueta (CP) que queda adherido al 
sustrato. En contraste, el contenido de αIIbβ3 en esa zona es muy escaso. 
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Fig. 46. Localización de β3 y FXIIIc durante la extensión plaquetaria sobre 
fibrinógeno inmovilizado. Las plaquetas lavadas de individuos controles fueron 
depositadas sobre vidrio (reposo) o sobre una matriz de fibrinógeno inmovilizado (3 
μg/ml). Las preparaciones fueron fijadas a distintos tiempos, incubadas con 
anticuerpos anti-β3 y anti-FXIII-A y analizadas por microscopía confocal. Las 
micrografías muestran imágenes de plaquetas en diferentes fases del proceso de 
adhesión/extensión. La barra indica un tamaño de 5 μm. (f) filopodios; (L) lamelipodios; 
MP: micropartículas; CP; cuerpo plaquetario. Superpos.: superposición. 
 
La incubación de las plaquetas con el sustrato competitivo MDC (25-200 
μM) no modificó, en términos cuantitativos, su adhesión a superficies tratadas 
con distintas concentraciones de fibrinógeno (3-100 μg/ml) (datos no 
mostrados). Sin embargo, sí observamos diferencias significativas en el patrón 
de extensión entre plaquetas incubadas en ausencia y presencia de MDC. En 
estos experimentos establecimos, en primer lugar, las condiciones óptimas que 
nos permitieron analizar los distintos fenotipos en la misma preparación. Las 
plaquetas se depositaron sobre una matriz de fibrinógeno de 3 μg/ml y, tras 15 
minutos a 37ºC, fueron fijadas, inmunomarcadas y visualizadas por 
microscopía de fluorescencia. 
En nuestras condiciones experimentales, sólo un porcentaje muy reducido 
de plaquetas desarrolló el fenotipo SCIP durante su adhesión a Fg. Los 
resultados de la figura 47A muestran que el porcentaje de SCIPs en plaquetas 
controles disminuye de forma considerable cuando se preincuban con MDC; sin 
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embargo, este efecto también se observó en plaquetas carentes de FXIIIc, lo 
cual sugiere que aunque el fenómeno pudiera estar mediado por una actividad 
transglutaminasa, en nuestras condiciones experimentales no parece ser 
dependiente del FXIIIc. 
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Fig. 47. Efecto de la MDC en la extensión de plaquetas controles y carentes de 
FXIIIc sobre fibrinógeno inmovilizado. Las plaquetas lavadas, previo tratamiento 
con MDC a 37ºC durante 30 minutos, fueron depositadas sobre fibrinógeno 
inmovilizado (3 μg/ml) e incubadas durante 15 minutos. Después fueron fijadas, 
marcadas con anti-β3 y visualizadas en un microscopio de fluorescencia. Los 
porcentajes de plaquetas con fenotipo de SCIP (A) o emisión de filopodios (B) se 
determinaron analizando al menos 4 campos por condición, con no menos de 100 
plaquetas cada uno. Las gráficas representan las medias de, al menos, tres 
experimentos independientes. (C) Imagen representativa de las plaquetas marcadas 
con anti-β3. (D) Efecto de concentraciones crecientes de MDC sobre el patrón de 
extensión de las plaquetas. Las gráficas muestran un experimento representativo de 
tres. (*) p<0.05 
 
Observamos también que el porcentaje de plaquetas con un fenotipo no-
extendido, es decir, con emisión de filopodios de un cuerpo plaquetario aún 
esférico, aumentó de forma significativa en presencia del sustrato competitivo 
de transglutaminasas. Este efecto de la MDC se acompaño también, aunque 
de forma menos acusada, de una disminución del número de plaquetas 
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formadoras de lamelas o con fenotipo de extensión completa (resultados no 
mostrados). En consonancia con estos resultados, el número de plaquetas con 
formación de filopodios en la paciente con déficit de FXIII-A fue 
significativamente más alto que en las controles, y no cambió con el tratamiento 
con MDC (Fig. 47B y C). Los datos de la figura 47D ilustran que estos efectos 
de la MDC sobre la extensión de plaquetas controles son dosis-dependientes, 
mientras que en las plaquetas carentes de FXIII-A ninguna de las 
concentraciones del sustrato competitivo produce un efecto significativo. Estos 
ensayos se realizaron también sobre fibrinógeno inmovilizado a 
concentraciones más altas (100 μg/ml) y sobre colágeno de tipo I (33 μg/m), 
con la obtención de resultados similares (datos no mostrados). 
Para completar estos experimentos realizamos un ensayo de 
videomicroscopía en el que se monitorizó el proceso de adhesión y extensión 
de plaquetas controles y carentes de FXIII-A sobre fibrinógeno inmovilizado. 
Las plaquetas de la paciente con déficit de FXIII-A exhibieron un claro retraso 
global en el proceso de extensión respecto a la media de 90 segundos de las 
plaquetas controles (datos no mostrados). En general, permanecían 
redondeadas mostrando un retraso significativo en la formación de filopodios, 
en general más cortos, y una defectuosa formación de lamelas entre ellos. En 
muy pocos casos las plaquetas llegaron a extenderse completamente y de 
forma simétrica (Fig. 48). 
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Fig. 48. Cronología de la extensión de plaquetas controles y carentes de FXIII-A 
sobre fibrinógeno inmovilizado. Plaquetas lavadas de un individuo control y de la 
paciente fueron depositadas sobre una superficie recubierta de fibrinógeno (3 μg/ml). 
Las microfotografías de contraste de fase corresponden a la secuencia de imágenes 
registradas en los tiempos indicados durante el proceso de extensión de una plaqueta 
representativa de cada grupo, considerando el momento en que aparecen en el campo 
de enfoque como tiempo=0 seg. Se analizó el patrón de extensión de 15 plaquetas por 
individuo. 
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3.3. FXIIIc en las células dendríticas. 
Papel del FXIIIc en la migración de las células dendríticas.- 
El papel del cFXIII en monocitos y macrófagos, así como en una 
subpoblación de células dendríticas (DCs) de procedencia mieloide, se 
desconoce en gran medida. Hemos mostrado anteriormente que la expresión 
de FXIII-A aumenta considerablemente durante el proceso de diferenciación in 
vitro de las células dendríticas a partir de monocitos primarios (Fig. 38). En 
nuestras condiciones experimentales de diferenciación este aumento de 
expresión es detectable en aproximadamente el 80% de la población (datos no 
mostrados). 
En base a estas observaciones consideramos de interés determinar si la 
ausencia de FXIIIc altera la función de estas células. Para ello, comparamos la 
capacidad funcional de DCs procedentes de monocitos controles y carentes de 
FXIII-A, analizando dos parámetros: la capacidad endocítica de las DCs 
inmaduras, y la respuesta quimiotáctica tras inducir su maduración con 
lipopolisacáridos. En los ensayos de endocitosis, cuantificamos mediante 
citometría de flujo la captación de partículas de dextrano conjugado con FITC, y 
no obtuvimos diferencias significativas entre las células dendríticas de distintos 
controles y las procedentes del paciente con déficit de FXIII-A (resultados no 
mostrados). 
Una vez diferenciadas, las DCs adquieren una mayor capacidad de 
respuesta quimiotáctica cuando se induce su maduración con antígenos 
inmunogénicos. Realizamos ensayos de migración a través de una membrana 
porosa (ensayos de transwell) para analizar la quimiotaxis de las DCs en 
respuesta a la quimioquina CCL19. Por una parte, determinamos el efecto de la 
MDC en la migración de células de individuos controles y, por otra, 
comparamos la respuesta de células controles y carentes de FXIIIc. La figura 
21A muestra los resultados de experimentos realizados con DCs procedentes 
de monocitos purificados por adhesión a suero, o aislados mediante fijación a 
microesferas magnéticas conjugadas con anti CD-14. En ambos casos, la 
preincubación con MDC reduce la capacidad migratoria basal de las DCs e 
impide, de forma significativa la respuesta al agente quimiotáctico. En 
consonancia con esta observación, las DCs carentes de FXIIIc mostraron una 
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tasa de migración en respuesta a CCL19 menor que las células controles (Fig. 
49B), mientras que no se observaron diferencias significativas con otro ligando 
de los receptores CCR7, la quimioquina CXCL12 (resultados no mostrados). 
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Fig. 49. Quimiotaxis de células dendríticas (DCs) controles y carentes de FXIIIc. 
105 DCs fueron depositadas en los pocillos superiores de las cámaras de transwell, y 
se determinó su migración, a través de una membrana de poros de 5 μm, a los 
compartimentos inferiores que contenían medio solo o complementado con CCL19 
(200 ng/mL). El número de células en el compartimento inferior se determinó por 
citometría de flujo, en triplicados. Las gráficas representan los porcentajes de células 
que migraron al compartimento inferior durante 2 horas. (A) Efecto de la MDC sobre la 
migración basal y estimulada por CCL19. Las DCs fueron incubadas durante 15-30 
minutos a 37ºC con vehículo (DMSO) o con MDC. Resultados representativos de tres 
experimentos realizados con monocitos purificados por adhesión, y de dos con 
monocitos aislados mediante inmunoselección. (B) Migración basal y quimiotaxis 
inducida por CCL19 de DCs controles y del paciente con déficit de FXIII-A. La 
purificación de monocitos se realizó por adhesión. Experimento representativo de tres 
independientes. 
 
Localización del FXIIIc en las células dendríticas. 
En este estudio utilizamos células dendríticas inmaduras, en vez de 
maduras, ya que su patrón morfológico sobre el sustrato facilita los estudios de 
localización (Burns et al., 2004) 
Como hemos mencionado anteriormente, estas células tienen un alto 
contenido de FXIII-A. Aunque su distribución es amplia, es destacable que no 
se detecta en los planos de la célula correspondientes a las áreas de 
interacción con el sustrato, donde se forman los contactos focales, los focos de 
adhesión, podosomas y fibras de estrés. Por otra parte, exhibe una localización 
preferente en los pliegues laterales de membrana que se forman en las lamelas 
en protrusión, y también en los urópodos de las células con fenotipo migratorio. 
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Las células dendríticas presentan un fenotipo muy heterogéneo, y en constante 
proceso de cambio, por lo que suelen mostrar estructuras protrusivas que 
pueden llegar a conformarse como prolongaciones celulares, o ser 
reabsorbidas por el cuerpo celular. La localización del FXIII-A es muy evidente 
en estas estructuras que podrían corresponder a los denominados blebs 
celulares en estado de retracción (puesto que presentan un córtex de actina 
fibrilar) o a precursores de otro tipo de estructuras celulares (Fig. 50). La 
especificidad de este marcaje se determinó utilizando como control negativo las 
células derivadas de monocitos de la paciente con déficit de FXIII-A. 
 
FXIIIA F-actina Superposición
 
 
Fig. 50. Localización del FXIIIc en células dendríticas. Las células dendríticas 
inmaduras fueron incubadas durante 16 horas sobre sustrato de polilisina. Después 
fueron fijadas, inmunomarcadas con anti-FXIII-A (verde) y faloidina conjugada con 
Alexa 546 (rojo), y visualizadas en un microscopio confocal. La barra representa un 
tamaño de 15 μm. (B) blebs, (U) urópodo, (L) lamela, (P) podosomas. 
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3.4. Estudio de la sobreexpresión del FXIII-A en células CHO. 
Establecimiento de líneas celulares con expresión estable de FXIIIc.- 
Como abordaje alternativo en el estudio de la función celular del FXIII-A, 
establecimos un modelo celular con expresión estable de esta 
transglutaminasa. Para ello, utilizamos una línea de células CHO, previamente 
generada en nuestro laboratorio, con expresión estable de la integrina αIIbβ3 
en superficie (Butta et al., 2003). Estas células fueron transfectadas con el 
cDNA del FXIII-A humano clonado en el vector bicistrónico pIRES2-EGFP y, 
tras su selección con G-418 (geneticina), la población positiva para EGFP se 
enriqueció mediante selección por citometría de flujo. Por inmunofluorescencia 
comprobamos que la presencia de la proteína verde fluorescente en el 
citoplasma de estas células no se correspondía con la expresión del FXIII-A. 
Por el contrario, detectamos una correlación inversa entre los niveles de FXIII-A 
y EGFP en células individualizadas (resultados no mostrados), lo cual sugiere 
una cierta competición entre ambas proteínas a nivel de traducción puesto que 
están codificadas en el mismo mRNA. En vista de estos resultados, clonamos 
mediante separación por citometría de flujo la población más negativa para 
EGFP y, tras su análisis por inmunofluorescencia, seleccionamos una serie de 
clones con alta expresión de FXIII-A. 
En los experimentos que describimos a continuación, el término pool FXIII-A 
hace referencia a la población de células EGFP negativas que contiene un 
pequeño porcentaje de células con alta expresión de FXIII-A. Los clones 1 y 2 
corresponden a poblaciones con un alto porcentaje de células positivas para 
FXIII-A, aunque con distinto grado de expresión, siendo el clon 2 el que 
presenta mayor contenido de la proteína. La figura 51 muestra los resultados 
de la caracterización de estas poblaciones celulares mediante análisis de 
inmunofluorescencia (Fig 51A y C) e inmunoprecipitación (Fig. 51B). Aunque el 
FXIII-A es fácilmente detectable por inmunofluorescencia, es de señalar que su 
detección por western requirió la inmunoprecipitación de 500 μg de lisado de 
proteína celular. Comparando estos resultados con el análisis de western de 
lisado de plaquetas (Fig. 51B), estimamos que los niveles de expresión en 
estas células serían entre 500-1000 veces inferiores a los de las plaquetas. 
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La sobreexpresión de FXIII-A en estas células sólo se tradujo en un 
aumento significativo de la actividad transglutaminasa intracelular en el clon 2 
(resultados no mostrados), resultado acorde con la mayor actividad 
transglutaminasa endógena de las células CHO unido a los bajos niveles de 
expresión del FXIII-A exógeno. 
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Fig. 51. Caracterización de líneas celulares con expresión estable de FXIIIc. (A) 
Porcentaje de células con expresión estable de FXIIIc detectada por 
inmunofluorescencia. (B) Análisis de western del contenido de FXIII-A en 5-20 μg de 
lisados de plaquetas y en inmunoprecipitados de 500 μg de proteína de las líneas 
celulares establecidas. La inmunoprecipitación del lisado celular se realizó con el 
mismo anticuerpo anti-FXIII-A utilizado en el análisis de western. Sobreexpos.: 
membrana sobreexpuesta. (C) Imagen representativa de la detección por 
inmunofluorescencia confocal del FXIIIc en las líneas celulares establecidas.  
 
Efecto del FXIIIc en la migración y contractilidad celular.- 
En base a las observaciones realizadas en las células dendríticas, 
consideramos de interés analizar el efecto de la sobreexpresión del FXIII-A en 
la migración de las células CHO. Los ensayos se realizaron utilizando una 
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membrana cubierta con fibrinógeno inmovilizado, y la migración se indujo con 
la presencia de suero al 10% en el compartimento inferior. El contaje, por 
citometría de flujo, de las células del pocillo inferior reveló que el clon 2, con 
expresión estable de FXIII-A, tiene una capacidad migratoria significativamente 
superior al control (Fig. 52A). Con el fin de descartar que esta diferencia se 
deba a propiedades inherentes a los clones celulares, no relacionadas con la 
expresión del FXIIIc, comparamos la capacidad migratoria de las células 
negativas y positivas en el pool FXIII-A. Dado el bajo porcentaje de células que 
expresan FXIII-A en esta población, los resultados se analizaron mediante 
microscopía confocal, previa fijación de la membrana del transwell y marcaje 
por inmunoflurescencia de los núcleos y del contenido de FXIII-A (Fig. 52B). El 
análisis confocal permitió identificar los planos donde se localizaban las células 
que habían migrado y las que permanecían en el compartimento superior. 
Observamos que la proporción de células con marcaje de FXIII-A positivo era 
mayor en los planos correspondientes al compartimento inferior. Se puede 
detectar una localización preferente del FXIIIc junto a los núcleos de las células 
que están atravesando los poros de la membrana, y no en las protrusiones 
celulares que han penetrado en el compartimento inferior. 
 
Otro tipo de análisis establecido como indicador de la motilidad celular es el 
denominado ensayo de cierre de herida (ensayo de wound-healing o scratch-
assay). Para estimar la migración celular determinamos las distancias entre los 
frentes de avance de las células en tres posiciones diferentes a lo largo del 
recorrido de la herida. Los datos representados en la figura 53A y B indican una 
mayor motilidad de las células con sobreexpresión de FXIII-A (clones 1 y 2) con 
respecto a las células controles. Sin embargo, la tasa de migración del pool 
FXIII-A, cuyo porcentaje de células positivas para FXIII es mucho menor, no 
resultó ser significativamente superior. El tiempo medio que las células 
controles y los clones 1 y 2 requirieron para el cierre de la herida se estableció 
en 36 y 27 horas, respectivamente. Estos efectos de la sobreexpresión de 
FXIII-A sobre la motilidad resultaron ser independientes del sustrato 
inmovilizado, ya que obtuvimos resultados similares sobre matriz de 
fibrinógeno, suero, o en ausencia de sustrato. 
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Fig. 52. Efecto de la sobreexpresión de FXIII-A en la migración de células 
CHO. 105 células fueron depositadas en los pocillos superiores de las cámaras de 
transwell, y se determinó su migración a través de membranas de poros de 8 μm 
recubiertas de fibrinógeno (50 μg/ml) a los compartimentos inferiores que contenían 
medio solo o complementado con suero al 10%. (A) Migración de células controles y 
del clon 2. El número de células en el compartimento inferior se determinó por 
citometría de flujo, en triplicados. Los valores, medias de tres experimentos, 
corresponden a los porcentajes de células que migraron al compartimento inferior tras 
2 horas de incubación (*) p<0.05. (B) Migración de células del pool FXIII-A. Previa 
fijación de la membrana del transwell, se analizó mediante microscopía confocal el 
marcaje nuclear y del contenido de FXIII-A en las células localizadas a ambos lados de 
la membrana. Experimento representativo. Verde, FXIII-A; Azul, marcaje de núcleos 
con DAPI. La barra indica un tamaño de 47 μm. 
 
La figura 53C muestra el análisis de inmunofluorescencia de células del 
pool FXIII-A, 6 horas después de practicar una incisión sobre la monocapa 
celular. En el estudio microscópico de estas preparaciones detectamos unas 
estructuras cuya formación se indujo claramente con la migración y que, 
posteriormente, identificamos como blebs. Aunque también se pueden detectar 
en células controles, su aparición está favorecida en las células que 
sobreexpresan FXIII-A. Estas estructuras, resultado de la desconexión del 
córtex citoesquelético con la membrana por las fuerzas contráctiles celulares, 
se observaron mayoritariamente en células con morfología redondeada, que no 
se hallaban completamente extendidas. Sin embargo, también observamos su 
formación en células extendidas, en zonas donde supuestamente la tasa de 
polimerización de actina es mayor, como en el frente de avance. 
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Fig. 53. Efecto de la sobreexpresión de FXIII-A en la migración 2D de células 
CHO. Ensayos de cierre de herida con células CHO controles y líneas establecidas 
con sobreexpresión de FXIII-A. Tras practicar la herida se tomaron microfotografías 
cada 3 horas en un invertoscopio con aumento de 10x. (A) Los valores, medias de 
cuatro experimentos independientes, representan los porcentajes recorridos por las 
células respecto a la distancia inicial entre los bordes de la herida. (*) p<0.05 (B) 
Imágenes de un experimento representativo donde se comparó el cierre de herida de 
células controles y del clon 2, sobre una matriz de fibrinógeno (50 μg/ml). (C) Análisis 
de inmunofluorescencia de células del pool FXIII-A. La imagen corresponde al frente 
de avance 6 horas después de practicar la herida. Rojo, F-actina; Verde, FXIII-A. Las 
flechas señalan la formación de blebs en las células que expresan FXIII-A. La barra 
indica un tamaño de 15 μm. 
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Dada la mayor motilidad y propensión a la formación de blebs de las células 
que sobreexpresan FXIIIc, estudiamos a continuación el patrón de adhesión y 
extensión de estas células sobre un sustrato. No detectamos diferencias 
respecto a células controles en ensayos cuantitativos de adhesión en estático 
sobre fibrinógeno inmovilizado (resultados no mostrados). Para analizar el 
patrón de extensión celular utilizamos el pool FXIII-A pues nos permite 
relacionar el comportamiento celular con la expresión de FXIIIc en la misma 
preparación. No detectamos diferencias cuantitativas en la superficie de 
extensión entre las células negativas y las que expresan FXIIIc. Sin embargo, 
la observación de las células por contraste diferencial de interferencia (DIC) 
nos permitió comprobar que, si bien la superficie de extensión es similar en los 
dos tipos celulares, durante la fase inicial de la extensión las células con FXIIIc 
presentan un menor relieve (Fig. 54A), efecto que comprobamos analizando 
series de cortes en el plano Z. 
En estos experimentos observamos también que, durante las primeras 
etapas del proceso de extensión, en la práctica totalidad de las células con 
expresión de FXIIIc se inducía la formación de blebs. No creemos que la 
aparición de estas estructuras esté asociada a un fenotipo proapoptótico 
desencadenado por la sobreexpresión del FXIIIc, puesto que no detectamos 
diferencias en la tinción nuclear de estas células con respecto a las controles. 
Mediante triple marcaje de FXIII-A, F-actina y vinculina, comprobamos que los 
blebs no se localizan en la zona de contacto con el sustrato, donde se forman 
los focos de adhesión y las fibras de estrés (Fig. 54B), sino en un plano 
superior, donde los procesos de remodelación del citoesqueleto están más 
activos. La disposición en anillo que el córtex de actina y la vinculina presentan 
alrededor de la burbuja nos ha permitido caracterizarlos como blebs en 
retracción. Asimismo, detectamos también gelsolina colocalizando con la F-
actina (no mostrado). La marcada expresión de FXIII-A en el interior de estas 
estructuras podría indicar que esta transglutaminasa interviene en el proceso 
de contracción de los blebs. 
En la visualización de contraste de fase, los blebs se manifestaron como 
un burbujeo de la membrana que no está en contacto con la superficie de 
adhesión (Fig. 54C). En los cortes sagitales muestran la apariencia de 
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estructuras membranosas esféricas con localización de β3 y córtex de actina 
alrededor del FXIII-A, y con su interior en comunicación con el citoplasma 
celular. Como previamente observamos en las células dendríticas, llama la 
atención la localización del FXIII-A en un plano celular superior, que no 
contacta con la superficie de adhesión y donde se centralizan las fuerzas 
contráctiles que actúan durante la extensión celular. 
C.
A. B.
Proyección 
máxima
Z = 0.0 μm
Z = 1.0 μm
Z = 2.0 μm
Vinculina / F-actina / FXIIIA
DIC F-Actina / FXIIIA
30 min.
60 min.
b
F-actina
FXIIIA
superpos.
β3
DIC   
 
Fig. 54. Localización del FXIII-A durante la extensión de células CHO. (A). 
Análisis de inmunofluorescencia por microscopía confocal de células del pool FXIII-A 
adheridas sobre fibrinógeno inmovilizado (50 μg/ml) y fijadas a distintos tiempos. Las 
flechas en las imágenes de contraste de fase indican la localización de las células que 
expresan FXIII-A. Verde, FXIII-A; rojo, F-Actina. (b) bleb. La barra indica un tamaño de 
30 μm, y las flechas en DIC, una célula FXIIIA+. Imágenes representativas de tres 
experimentos. (B) Cortes seriados de una célula representativa. Cián, vinculina; rojo, 
F-actina; verde, FXIII-A. Las cabezas de flechas indican los blebs. La barra indica un 
tamaño de 15 μm. (C) Corte sagital de una célula representativa en el plano que se 
indica en la imagen del contraste de fase. Las flechas señalan la localización de FXIII-
A. (b) bleb. La barra indica un tamaño de 18 μm. 
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DISCUSIÓN 
1. Análisis genético-molecular y funcional de variaciones en el 
receptor αIIbβ3 asociadas a tromboastenia de Glanzmann. 
En este trabajo hemos caracterizado tres casos de tromboastenia de 
Glanzmann (GT) asociados a distintas alteraciones estructurales de la integrina 
αIIbβ3. El estudio genético-molecular nos ha permitido identificar tres nuevas 
mutaciones en el gen ITGB3 (C1815T y A1843G en el exón 11, y T2231C en el 
exón 14). En el gen ITGA2B detectamos una nueva mutación (C2829T en el 
exón 27) y, también, la transición C1750T en el exón 17, previamente descrita. 
En base al contenido plaquetario de αIIbβ3 y la capacidad de agregación en 
respuesta a agonistas (George et al., 1990), dos de los casos estudiados 
resultaron ser déficits cuantitativos, mientras que en el tercero la expresión del 
receptor era prácticamente normal y se catalogó de caso de tipo “variante” 
(Tabla 3). 
 
Tabla 3. Mutaciones detectadas en los casos de tromboastenia de Glanzmann 
estudiados. Proces.: Procesamiento alternativo del mRNA. 
 
Tipo de 
GT 
Gen 
mutado 
Mutación Efecto Estado Ref. 
Tipo I ITGB3 C1815T 
C1843G 
Proces. 
Silente 
Homocigosis 
Homocigosis 
(Xie et al., 
2005) 
      
Tipo II ITGA2B C1750T 
 
Arg533STOP Heterocigosis (Vinciguerra 
et al., 1995) 
 ITGA2B C2829T 
 
Proces. 
Pro912Leu 
Heterocigosis (Jayo et al., 
2006) 
      
Variante ITGB3 T2231C 
 
Leu718Pro Heterocigosis - 
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1.1. Variaciones cuantitativas del receptor de fibrinógeno. 
Tromboastenias de Glanzmann de tipos I y II.  
Los análisis por citometría de flujo y western confirmaron el diagnóstico 
clínico de GT y demostraron la práctica ausencia de receptor en uno de los 
casos, que fue clasificado de tipo I, y niveles en torno al 10% respecto a los 
controles en el otro caso, catalogado por tanto de tipo II. Es de destacar que, a 
pesar de la ausencia o marcada reducción de la expresión del receptor, una 
subpoblación de las plaquetas de los pacientes mostró cierta capacidad para 
fijar fibrinógeno soluble en respuesta a diferentes estímulos. La fijación 
detectada en las plaquetas del paciente tipo I podría deberse al reconocimiento 
del ligando por otras moléculas receptoras, dada la práctica ausencia de la 
integrina αIIbβ3. Apoyando esta interpretación, la fijación de Fg no se 
acompaña de agregación plaquetaria, que es nula en esta paciente. En las 
plaquetas del caso tipo II, el canal de fluorescencia de la población que fija Fg 
fue mayor que en las del caso tipo I, lo cual está en consonancia con la 
respuesta de agregación que, aunque mínima, es detectable en el paciente. 
Los portadores heterocigotos de las mutaciones que causan GT de tipo I tienen 
la mitad de expresión de αIIbβ3, pero presentan una agregación plaquetaria 
normal. Aunque no existen datos experimentales que permitan establecer con 
precisión los niveles mínimos de αIIbβ3 capaces de soportar una agregación 
normal, de los casos de GT y familiares se deduce que, al menos, un contenido 
del receptor próximo al 30% es necesario para una correcta función 
plaquetaria. Es posible, sin embargo, que estos niveles sean insuficientes en 
determinadas situaciones de riesgo. 
Como se pone de manifiesto en este trabajo, la determinación de la 
expresión de αvβ3 en plaquetas permite predecir la subunidad alterada 
responsable del déficit de αIIbβ3. El déficit de β3 en la GT tipo I implica la 
ausencia del receptor de vitronectina no sólo en plaquetas, sino también en 
células endoteliales, osteoclastos, fibroblastos, monocitos y linfocitos B 
activados (Nurden y Nurden, 2008). En modelos murinos de déficit de β3 se ha 
descrito una osteoesclerosis debida a un incorrecto funcionamiento de los 
osteoclastos (McHugh et al., 2000), si bien tanto en ratones como en humanos 
se han observado mecanismos de compensación a este déficit que, 
probablemente, expliquen la ausencia de manifestaciones clínicas añadidas al 
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fenotipo tromboasténico (Horton et al., 2003; Reynolds et al., 2004; Nurden, 
2006). 
La proporción de mutaciones identificadas en el gDNA que afectan el 
procesamiento del mRNA está probablemente subestimada (Ars et al., 2000; 
Liu et al., 2001). Generalmente, se asume que las sustituciones puntuales en 
las secuencias codificadoras de los genes causan enfermedades por producir 
cambios en la secuencia de aminoácidos de las proteínas. Sin embargo, datos 
recientes han mostrado que un número cada vez mayor de enfermedades 
genéticas humanas se deben a mutaciones exónicas que alteran el 
procesamiento del mRNA (Cartegni et al., 2002). Aunque el análisis del mRNA 
puede ser complicado por la escasez de la especie mutante, en algunos casos 
la detección de estos tránscritos es la única forma de demostrar que una 
variación aparentemente silente es la causa de la enfermedad. Las mutaciones 
identificadas en estos casos de GT son ejemplos de defectos genéticos que 
necesitan el análisis tanto del gDNA como del mRNA para interpretar 
correctamente su mecanismo etiopatogénico. 
En el caso de la GT tipo I, la secuenciación del cDNA de β3 reveló una 
deleción de 100 pb en el extremo 3’ del exón 11, con el resultado de cambio del 
marco de lectura y terminación prematura. El análisis del correspondiente 
fragmento de gDNA identificó las transiciones C1815T y A1843G en 
homocigosis, ambas localizadas en el fragmento delecionado en el cDNA. La 
mutación C1815T, en la segunda base del fragmento delecionado, no cambia 
el residuo de aminoácido pero genera una secuencia donadora consenso que 
activa la exclusión de parte del exón 11, como pudimos corroborar utilizando el 
sistema de exontrapping. Mediante RT-PCR semicuantitativa, comprobamos 
que los niveles del mRNA mutante están notablemente disminuidos en el 
paciente. Todos estos datos nos permitieron concluir que el fenotipo 
tromboasténico es principalmente el resultado de la escasa disponibilidad de 
mensajero debido, probablemente, a la activación del mecanismo NMD (non-
sense-mediated decay) o de degradación del mRNA inducida por su 
terminación prematura. Sin embargo, dada la práctica ausencia de proteína en 
la paciente y que la mutación A1843G da lugar a la sustitución Ile589Val, el 
análisis sólo de la secuencia genómica habría llevado a concluir que la 
presunta consecuencia de las transiciones identificadas es la producción de 
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una proteína mutante de tamaño normal que tiene impedida alguna etapa 
durante su tránsito hasta la superficie. 
 
En el caso de GT tipo II, la secuenciación del cDNA del gen ITGA2B reveló 
la transición C2829T en homocigosis en el exón 27, cuyo efecto predecible es 
la sustitución P912L. Sin embargo, el análisis del gDNA puso de manifiesto que 
la mutación estaba presente sólo en un alelo, así como la presencia en el otro 
de la sustitución C1750T, previamente descrita (French y Coller, 1997), que 
produce el cambio Arg553Stop y degradación del mRNA mediada, 
probablemente, por NMD. 
El NMD es un mecanismo de supervivencia celular que posibilita que sólo 
los mRNA que han sido correctamente procesados sean traducidos (Maquat, 
1995). Este mecanismo beneficia ampliamente a los individuos heterocigotos; 
sin embargo, puede también ser directamente responsable de la enfermedad 
por degradar un transcrito aberrante que pudiera dar lugar a una proteína 
funcional o parcialmente funcional (Holbrook et al., 2004). En mamíferos, la 
distinción de un codón de terminación prematuro se basa en la localización del 
mismo con respecto al último punto de unión entre dos exones: si el codón de 
terminación se encuentra a más de 50 pb 5’ será marcado como candidato al 
NMD (Maquat, 2004). En cualquier caso, la regulación del NMD presenta 
todavía muchas incógnitas y es muy difícil a priori establecer cuándo un 
mensajero aberrante será degradado por este mecanismo (Kerr et al., 2001; 
Danckwardt et al., 2002). 
Puesto que la mutación C1750T de ITGA2B no genera mRNA detectable, el 
total de la proteína αIIb del paciente procede del alelo con la mutación C2829T. 
Esta sustitución es la primera reportada en el exón 27 del gen, que codifica la 
región aminoterminal de la cadena ligera de αIIb. Los experimentos de 
transfección transitoria demostraron que la expresión de αIIb-L912 en la 
superficie celular es 5 veces inferior a la de la proteína normal, lo cual indica 
una restricción en alguno(s) de los procesos involucrado en su maduración y 
transporte. Por otra parte, el análisis de los efectos de la mutación en el 
procesamiento del mRNA reveló un incremento significativo de transcritos con 
el exón 28 delecionado, efecto que corroboramos utilizando el sistema de 
exontrapping. La variante αIIb con el exón 28 delecionado (αIIb-28) es un 
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producto raro de procesamiento alternativo que suele representar alrededor del 
3% de los transcritos del gen ITGA2B (Iwamoto et al., 1994). La pérdida del 
exón 28 ha sido reportada previamente como resultado de dos mutaciones 
diferentes en este exón (Iwamoto et al., 1994; Peretz et al., 2006). En ambos 
casos, como en nuestro estudio, el mRNA con el exón 28 delecionado, pese a 
no mostrar una menor estabilidad, no alcanza a ser expresado en la superficie 
de las plaquetas ni en líneas celulares, por lo que el receptor que observamos 
en la superficie de las plaquetas de este paciente debe ser la forma 
correctamente procesada. 
La pérdida de exones que contienen mutaciones es un mecanismo 
relativamente normal de inactivación génica; sin embargo, es menos frecuente 
que, como en el presente caso de GT, la mutación provoque la deleción de un 
exón contiguo o remoto (Clarke et al., 2000; Hsu et al., 2001; Ohno et al., 
2003). La presencia de señales de separación exón-intrón débiles parece ser 
un requisito común en todos los casos reportados. Sin embargo, en contraste 
con otras mutaciones (Clarke et al., 2000; Hsu et al., 2001; Ohno et al., 2003), 
la transición C2829T de ITGA2B no introduce un codón de terminación 
prematuro en el transcrito. 
Los efectos de las mutaciones sin sentido sobre la estabilidad y 
procesamiento del mRNA han sido ampliamente estudiados, llevando a 
proponer que el marco de lectura está sometido a vigilancia antes de su 
procesamiento (Holbrook et al., 2004). Sin embargo, se conoce menos sobre 
los mecanismos implicados en la alteración del procesamiento del mRNA 
causado por mutaciones que cambian el residuo de aminoácido. La eliminación 
de exones puede asociarse también a mutaciones silentes por lo que se ha 
sugerido que estos dos tipos de mutaciones podrían actuar alterando 
secuencias-cis que son importantes durante el procesamiento 
postranscripcional (Cartegni et al., 2002). La unión de las proteínas ricas en 
serina y arginina (SR) a las  denominadas secuencias ESE (exonic splicing 
enhancer) y ESS (exonic splicing silencer) pueden determinar los límites de un 
exón promoviendo el reclutamiento de proteínas propias de la maquinaria de 
procesamiento (spliceosome) (Cartegni et al., 2002). Utilizando el software 
ESEfinder (http://rulai.cshl.edu/tools/ESE/), comprobamos que la mutación 
C2829T aumentaba la probabilidad teórica de fijación de la proteína SC35 (de 
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2.4 a 3.06). Aunque la deleción de exones se ha relacionado normalmente con 
la desaparición de secuencias de unión a proteínas SR (Cartegni et al., 2002), 
este efecto también se ha observado en respuesta a la sobreexpresión del 
factor SC35 (Jiang et al., 1998; Lemaire et al., 1999). 
En conjunto, los resultados sugieren que el fenotipo tromboasténico del 
paciente tipo II es el resultado de la reducida disponibilidad de mRNA como 
consecuencia de la mutación C1750T, y del incremento de transcritos αIIb-28 y 
procesamiento defectuoso de αIIb-L912 derivados de la sustitución C2829T. 
 
1.2. Variaciones cualitativas en el receptor de fibrinógeno. Tromboastenia 
de Glanzmann causada por αIIbβ3-P718. 
En este tercer caso de GT, el defecto de agregación plaquetaria se asocia 
con niveles de expresión de la integrina αIIbβ3 dentro del rango de normalidad, 
por lo que se catalogó de tipo “variante” (George et al., 1990). Observamos 
cierta discrepancia, con respecto al control, entre los valores de expresión del 
receptor en superficie obtenidos por citometría de flujo y el contenido total 
estimado por análisis de western (Fig. 24). Es posible que esta diferencia se 
deba, en parte, al menor tamaño de las plaquetas de la paciente, a pesar de 
que la expresión de otro marcador de superficie, la GPIbα no esté 
aparentemente disminuida. Otra posibilidad es que la conformación del 
complejo en la superficie plaquetaria esté alterada dificultando, en cierta 
medida, su reconocimiento por los anticuerpos. Apoyando esta posibilidad, la 
fijación de los monoclonales que reconocen epítopos que requieren αIIb es 
significativamente menor que la del anticuerpo anti-β3. 
En la secuenciación del gen ITGA2B de la paciente identificamos la forma 
“b” de cinco polimorfismos en homocigosis en un fragmento de gDNA de 5 Kb. 
Este alelo polimórfico se detectó en heterocigosis en un individuo control 
procedente del mismo área geográfica. La cosegregación de cuatro de ellos 
(Del+, HPA-3b, IVS21(-7)G, y 3063T), con una frecuencia alélica de 0,26, ha 
sido previamente reportada en la población caucásica (Ruan et al., 1998). El 
alelo contiene también la forma “b” de la variación IVS21(+254)G. Hasta la 
fecha, no se ha reportado la asociación de estas variantes con ningún tipo de 
alteración fenotípica. Utilizando el sistema exontrapping, comprobamos que el 
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procesamiento de un fragmento de gDNA que contiene el intrón 21, donde se 
localizan tres de las variantes, genera un mayor porcentaje de transcritos 
alternativos de mayor peso molecular. En estas condiciones in vitro, estimamos 
que el procesamiento alternativo podría suponer una disminución relativa del 
transcrito correcto inferior al 20% que, de operar in vivo, podría contribuir a la 
reducción de expresión que detectamos en las plaquetas del paciente. 
En el análisis del cDNA de la subunidad β3 detectamos la mutación 
Leu718Pro en heterocigosis, localizada en la región intracelular de la proteína, 
en el denominado dominio proximal a la membrana o yuxtamembranar. El 
aminoácido Leu718 está conservado en todas las subunidades β de las 
integrinas (Fig. 6) (Vinogradova et al., 2002). Hasta la fecha, este es el primer 
caso de GT asociado a una mutación en esta región de la β3, a la que se 
atribuye un papel esencial en la activación de la integrina (Banno y Ginsberg, 
2008). 
Procesamiento de β3-P718.- Los resultados de los experimentos de 
transfección indican que la subunidad β3 mutante no tiene impedida, 
aparentemente, su capacidad para dimerizar y llegar a la superficie de 
membrana formando complejo con la subunidad αIIb. Sin embargo, tanto la 
expresión en superficie como el contenido total de la integrina αvβ3, están 
notablemente disminuidos en las células transfectadas con β3-P718. Mediante 
análisis de inmunofluorescencia comprobamos que la baja expresión de αvβ3 
en superficie se debe a su retención tanto en el RE como en el aparato de 
Golgi. Aunque las estructuras de αIIbβ3 y αvβ3 están estrechamente 
relacionadas y parte de los conocimientos sobre la activación de αIIbβ3 derivan 
de los estudios cristalográficos de αvβ3 (Xiong et al., 2001; Bennett, 2005), 
nuestros resultados indican que la alteración de estructuras conservadas en 
ambos receptores afecta de forma desigual su proceso de biogénesis. 
Las células cotransfectadas con ambas formas de β3, normal y mutante, 
para simular el estado de heterocigosis de la paciente, mostraron una 
expresión de αIIbβ3 y αvβ3 similar a la de las células transfectadas sólo con la 
subunidad normal. Este resultado, junto con el hecho de que las células que 
sólo expresan β3-P718 no muestren niveles más altos de αIIbβ3 pese a la 
disminución de αvβ3, indica que en este modelo la expresión de los complejos 
en superficie no está limitada por la tasa de síntesis de las distintas 
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subunidades. En conjunto, estas observaciones sugieren que en las plaquetas, 
donde el contenido de αvβ3 es residual en comparación con el del αIIbβ3 (50-
100 copias frente a unas 80.000) (Wagner et al., 1996; Poujol et al., 1997), el 
procesamiento anómalo de la αvβ3 mutante carecería de relevancia funcional. 
Sin embargo, aunque en los casos de GT con ausencia de β3 no se ha 
identificado un fenotipo específico asociado al déficit de αvβ3 (Nurden y 
Nurden, 2008), no podemos descartar que su acúmulo intracelular en casos de 
homocigosis de la mutación β3-P718 pudiera tener repercusiones en otros tipos 
celulares donde la integrina αvβ3 es más abundante. 
Función de αIIbβ3-P718.- El análisis funcional de las células con expresión 
estable de los complejos αIIbβ3 normal o mutante nos ha permitido comprobar 
que la subunidad β3-P718 altera la activación del receptor desencadenada 
tanto por señalización intracelular (activación in-out) como extracelular (out-in o 
mediada por sustrato). 
En primer lugar, observamos que una subpoblación de las células con 
expresión estable de la integrina mutante (células CHO-αIIbβ3-P718) tenía 
capacidad para fijar tanto el anticuerpo PAC-1 como fibrinógeno soluble, lo cual 
indica un estado de activación constitutiva del receptor. Estas células 
mostraron también un patrón de agregación espontánea en presencia de Fg. 
Sin embargo, su escasa respuesta a la activación por DTT indica la 
inaccesibilidad de los puentes disulfuro al agente reductor y, por tanto, una 
conformación anormal del dominio extracelular del complejo. Estos resultados 
son acordes con la falta de respuesta y la fijación basal del ligando en una 
subpoblación de las plaquetas de la paciente. En experimentos de doble 
marcaje pudimos comprobar que la activación constitutiva de la integrina se 
manifiesta sólo en las células con los niveles más altos de expresión de la 
proteína mutante. La falta de activación de las células que expresan ambos 
receptores, normal y mutante, podría deberse a que en estas células no se 
alcanzan dichos niveles de la proteína mutante. En conjunto, los resultados 
sugieren que la mutación L718P induce un cambio conformacional en el 
dominio extracelular asociado a un estado de activación constitutiva donde la 
interacción homotípica entre receptores mutantes podría tener un papel. 
La deleción de los residuos Leu717-Asp723 de β3 resulta en activación 
constitutiva de la integrina (O'Toole et al., 1994). Por otra parte, datos recientes 
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derivados de estudios bioquímicos y estructurales sugieren que el estado de 
baja afinidad de estos receptores se mantiene gracias a interacciones 
hidrofóbicas y contactos electroestáticos entre las regiones intracelulares 
yuxtamembranares de las cadenas α y β, estabilizadas por el puente salino 
entre αIIbR995-β3D723, y que la activación fisiológica se produce cuando 
ligandos intracelulares tales como la talina perturban dichas interacciones 
(Partridge et al., 2005). Los residuos apolares de los dominios 
yuxtamembranares suponen una continuación de la estructura de α-hélice de 
los dominios de transmembrana (TM); por tanto, se cree posible que el dominio 
yuxtamembranar de β3 permanezca embebido en la bicapa lipídica mientras la 
integrina se encuentra en un estado de baja afinidad (Lau et al., 2008), y que 
su activación conlleve la salida de dicho dominio y el acortamiento y separación 
de los dominios TM de ambas subunidades (Ginsberg et al., 2005; Banno y 
Ginsberg, 2008). La substitución Leu718Pro de β3 es la primera mutación 
natural identificada en el dominio yuxtamembranar de una integrina, y sus 
consecuencias fenotípicas vienen a corroborar la importancia de dicho dominio 
en la función del receptor. La presencia de un residuo de prolina en la posición 
718 podría desestabilizar la estructura de α-hélice impidiendo la correcta 
propagación del reajuste conformacional, o bien, alterar la interacción con la 
molécula de talina. 
Agrupamiento de integrinas y señalización out-in.- Además de la 
ocupación del receptor por su ligando, la completa activación de la señalización 
mediada por integrinas requiere el denominado clustering o reagrupamiento de 
receptores. No podemos descartar que la fijación de ligandos multivalentes, 
como PAC-1 y Fg, a las células con sobreexpresión de la integrina αIIbβ3-P718 
sea sólo el resultado de una mayor avidez como consecuencia del aumento de 
valencia por clustering de receptores. La utilización del fragmento Fab 
monovalente del monoclonal PAC-1, que reconoce exclusivamente la 
conformación activa del receptor y es insensible al clustering, nos permitiría 
aclarar esta cuestión. 
El reagrupamiento de receptores desempeña un importante papel en la 
señalización mediada por sustrato (outside-in) (Hato et al., 1998). La mutación 
P718 de β3 indujo un aumento del clustering del receptor tras la adhesión 
celular a un sustrato inmovilizado. Este efecto, que se observó también en las 
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células que simulan las condiciones heterocigóticas, fue más notorio en las 
células adheridas sobre Fg. El atípico patrón de clusters masivos, 
aparentemente no conectados con el citoesqueleto, que detectamos en las 
células con mayor expresión de la integrina mutante podría guardar relación 
con la fijación de sustratos multivalentes observada en las células en 
suspensión. La base molecular o naturaleza de la fuerza que conduce al 
agrupamiento de las integrinas es, en la actualidad, una cuestión en pleno 
debate. La caracterización de las secuencias TM sintéticas de αIIb y β3 
dispersas en micelas lipídicas y, por otra parte, su introducción en la membrana 
interna de E. Coli (sistema TOXCAT) (Li et al., 2004) sugieren que, más que 
interaccionar entre ellas, tienden a formar homodímeros y homotrímeros, 
respectivamente. Esta tendencia a la homo-oligomerización, que se acentúa 
mediante la introducción de determinadas mutaciones, proporciona una base 
estructural plausible para el fenómeno de clustering. Apoyando esta posibilidad, 
el tratamiento de las células con un cross-linker que atraviesa la membrana nos 
permitió detectar en las células CHO-αIIbβ3-P718, pero no en las que expresan 
la integrina normal o ambas, la presencia de complejos que contienen las 
subunidades αIIb o β3. Aunque no podemos precisar aún la composición de 
estos complejos, su tamaño de 300 KDa es compatible con la oligomerización 
de dos subunidades αIIb y tres β3. 
En incubaciones prolongadas sobre Fg inmovilizado observamos también 
que las células que expresan αIIbβ3-P718 adoptan un fenotipo de extensión 
fusiforme, con una o dos largas prolongaciones citoplasmáticas y un menor 
número de focos de adhesión, que se localizan en los extremos de dichas 
extensiones. Un patrón de extensión similar ha sido reportado en células CHO 
transfectadas con β3-His723, que elimina el puente salino Arg995-Asp723 
entre α y β involucrado en el mantenimiento del receptor en un estado de baja 
afinidad (Ghevaert et al., 2008). Esta mutación se identificó en individuos 
heterocigotos con fenotipo de macrotrombocitopenia. Tanto en las células 
transfectadas como en las plaquetas de los portadores se detectó activación 
constitutiva, aunque sólo parcial, del receptor, no asociada a alteración de la 
agregación ni fenotipo tromboasténico. Aunque en la formación y liberación de 
las plaquetas se considera que el receptor plaquetario GPIb-IX tiene un papel 
decisivo (Lanza, 2006), resultados recientes sugieren que la adhesión de los 
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megacariocitos a las matrices extracelulares interviene también en la formación 
de las proplaquetas vía αIIbβ3 (Larson y Watson, 2006). Los resultados con las 
mutantes β3-H723 y β3-P718 apoyan dicha posibilidad. En base a todas 
observaciones, no podemos descartar que la discreta trombopenia y menor 
tamaño de las plaquetas de la paciente portadora de β3-P718 estén 
relacionados con la mutación y que, por otra parte, la adhesión defectuosa 
contribuya al fenotipo tromboasténico. 
Concluyendo, los resultados sugieren que defectos tanto de la agregación 
como de la adhesión de las plaquetas podrían contribuir al fenotipo 
tromboasténico de este caso “variante” de GT. La mutación P718 proporciona 
la primera evidencia in vivo de la importancia del dominio yuxtamembranar de 
β3 en la función de la integrina. Aunque no podemos precisar el mecanismo 
concreto de la disfunción, los datos sugieren que la mutación perturba la 
activación del receptor mediada por agonistas y que la aparente activación 
constitutiva del receptor es dependiente del aumento de avidez inducido por el 
clustering de receptores. El agrupamiento anómalo de receptores sería también 
determinante en la alteración de la respuesta adhesiva. Dado el estado 
heterocigótico de la mutación, sólo la mitad de los receptores serían 
deficientemente activados, lo cual sugiere que el proceso de clustering tendría 
un papel dominante en el fenotipo tromboasténico. Los resultados de este 
estudio apoyan también la idea de que la activación conformacional y el 
clustering de receptores son procesos estrechamente acoplados (Hynes, 
2003). 
 
2. Análisis molecular y funcional de la molécula de fibrinógeno en 
un caso de disfibrinogenemia congénita.  
Los cambios estructurales en la molécula del fibrinógeno se asocian a 
disfibrinogenemia, enfermedad con una sintomatología muy heterogénea, 
siendo la mitad de los casos asintomáticas; un cuarto de los pacientes tienen 
hemorragias recurrentes, y el resto procesos trombóticos con o sin sangrado 
(Hayes, 2002). Esta heterogenicidad convierte a las disfibrinogenemias en 
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modelos muy interesantes para el estudio de la relación estructura-función de 
la molécula del fibrinógeno y su papel en la fisiopatología de la hemostasia. 
En el caso que hemos estudiado, la presencia de una única especie de 
cadena Aα truncada se asocia a una sintomatología de sangrado leve 
recurrente. Aunque el hábito de fumadora de la paciente pudiera ser 
determinante en la ateromatosis que padece, los episodios hemorrágicos y 
trombóticos secundarios al traumatismo que sufrió en la mano no guardan 
proporción con la intensidad del daño y, probablemente sean reflejo de su 
disfibrinogenemia. Las oclusiones vasculares podrían haber sido agravadas por 
la administración de crioprecipitados. 
La paciente es heterocigota compuesta para las mutaciones IVS4+1G>T y 
4841delC en el gen FGA, La mutación IVS4+1G>T (Neerman-Arbez et al., 
2000; Lefebvre et al., 2004) , que da lugar a procesamiento alternativo y 
degradación del mensajero, es la mutación más prevalente asociada a 
afibrinogenemia en homocigosis y se ha descrito ligada a distintos haplotipos, 
lo cual sugiere que pueda tratarse de un “punto caliente” susceptible de 
mutagénesis de novo (Asselta et al., 2006). La mutación 4841delC, también 
reportada previamente como variante Perth (Homer et al., 2003), genera una 
proteína truncada carente de parte del dominio αC, que contiene la secuencia 
RGD de unión a integrinas, el aminoácido Lys508 (implicado en la 
estabilización de la fibrina mediada por FXIII), y un dominio de unión a 
tromboplastina (importante en la inhibición de fibrinolisis y estabilización del 
coágulo) (Fig. 55A) (Mosesson, 2005). La presencia de la cadena AαPerth induce 
un defecto severo en la polimerización de fibrina tanto en la paciente como en 
sus familiares, que poseen niveles similares de la cadena Aα normal y mutante 
y son asintomáticos. 
La deleción causante de la variante Perth se identificó previamente 
asociada a fuerte diátesis hemorrágica en un paciente y su madre, (Homer et 
al., 2003), portadores ambos de un alelo normal y con niveles circulantes de la 
cadena truncada mucho menores que los de los familiares portadores del 
presente caso. 
Hasta el momento se han descrito un total de 25 mutaciones familiares 
localizadas en el dominio αC (http://www.geht.org/) asociadas generalmente a 
una expresión reducida de la cadena variante: ausencia de cadena truncada 
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AαOtago en portadores heterocigotos (Ridgway et al., 1997); proporción 
truncada:normal de aproximadamente 0,2:1 en las variantes AαLincoln y AαPerth 
(Ridgway et al., 1996; Homer et al., 2003), y expresión inferior al 10% con 
respecto a la subunidad normal en los portadores de la mutante Marburg 
(Koopman et al., 1992). Estos datos han llevado a sugerir un papel del dominio 
αC en el ensamblaje y secreción de la molécula de fibrinógeno en los 
hepatocitos (Homer et al., 2003; Lefebvre et al., 2004). Sin embargo, en el 
presente caso el paciente tiene cantidades aparentemente normales de la 
cadena truncada y sus familiares muestran niveles muy similares de cadenas 
normal y Perth (Fig. 55B). 
 
 
 
Fig. 55. Consecuencias 
de la expresión de 
AαPerth en heterocigosis. 
(A) Esquema de una 
molécula de fibrinógeno 
mixta, con una cadena 
AαWT y una AαPerth. La 
cadena Aα truncada, 
carente de dominio αC 
reacciona con la albúmina 
sérica (AS), pero no con el 
nódulo E central. (B) 
Predicción teórica de los 
contenidos en plasma de 
cada tipo de molécula de 
fibrinógeno en base a los 
distintos niveles relativos 
de expresión de AαWT y 
AαPerth en un individuo 
heterocigoto. 
 
Los dominios αC están involucrados en los procesos de agregación lateral 
de las protofibrillas, estabilización del coágulo mediada por el FXIII del plasma, 
y resistencia frente a la fibrinolisis (Collet et al., 2005). Las moléculas de 
fibrinógeno con alteraciones en los dominios αC forman coágulos de fibras más 
finas y poros más pequeños, con mayor susceptibilidad a la degradación 
fibrinolítica (Collet et al., 1996; Woodhead et al., 1996; Lefebvre et al., 2004). 
En el fibrinógeno AαPerth, como se ha descrito en otra variante truncada en el 
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dominio αC a un nivel muy similar (Margaglione et al., 2001), el residuo de 
cisteína terminal resultante puede reaccionar con la albúmina circulante 
creando un puente disulfuro (Margaglione et al., 2001; Homer et al., 2003), lo 
cual podría alterar los procesos de polimerización y fibrinolisis. Por otra parte, 
el polimorfismo Ala312, presente también en el alelo portador de la mutación 
Perth, se ha reportado que aumenta la actividad de entrecruzamiento mediada 
por el FXIII y, por tanto, la resistencia del coágulo a la fibrinolisis (Standeven et 
al., 2003). También se ha descrito un mayor riesgo a sufrir tromboembolismos 
venosos entre los portadores de este polimorfismo (Rasmussen-Torvik et al., 
2007). Por tanto, es posible que estos dos aspectos adicionales de la cadena 
mutante, en combinación con el fibrinógeno exógeno administrado, tengan 
también un papel en las complicaciones trombóticas asociadas al traumatismo 
que sufrió el paciente. 
Las diferentes manifestaciones clínicas de este caso de disfibrinogenemia y 
el previamente reportado, asociados ambos a la variante Perth, ilustran la 
heterogeneidad fenotípica de la enfermedad y apuntan hacia la importancia de 
otros factores añadidos al impacto propio de la mutación y los niveles de 
fibrinógeno. 
 
3. Estudio de la función del factor XIII celular (FXIIIc). 
El FXIII es una transglutaminasa que circula en el plasma como tetrámero 
A2B2 (FXIIIp), con una función bien conocida estabilizando la polimerización de 
las moléculas de fibrina en la fase final del proceso de coagulación. Desde 
hace tiempo, se sabe también que se expresa, en forma de dímero A2 (FXIIIc), 
en el citoplasma de megacariocitos (Kiesselbach y Wagner, 1972) y monocitos 
(Adany et al., 1987), donde se puede activar con concentraciones bajas de 
calcio sin necesidad de proteolisis por trombina. Estudios inmunohistoquímicos 
han demostrado altos niveles de expresión en plaquetas y, también, su 
presencia en macrófagos y en una subpoblación de células dendríticas (Adány 
R, 2003 ), pero aún no se ha determinado el significado funcional de esta 
localización intracelular. 
En primer lugar, los resultados de este trabajo aportan nuevos datos sobre 
la expresión del mRNA de FXIIIc en estos tipos celulares. Además de 
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corroborar su ausencia en líneas celulares de origen no hematopoiético y bajos 
niveles de expresión en células de linaje mieloide, mostramos que en plaquetas 
los niveles de FXIII son de un orden de magnitud superior a los de monocitos; 
sin embargo, su expresión es inducida hasta 20 veces durante el proceso de 
diferenciación in vitro de monocitos a células dendríticas. 
FXIIIc en plaquetas.- El FXIIIc pertenece a la familia de las 
transglutaminasas (TG); entre ellas, la más abundante es la TG tisular o TG2, 
que presenta una expresión ubicua y se ha descrito su función en procesos de 
modificación postraduccional, señalización, y como mediador extracelular de la 
adhesión (Lorand y Graham, 2003; Zemskov et al., 2006; Malorni et al., 2008). 
Si bien se asume que el FXIIIc es la TG mayoritaria en plaquetas, aún no está 
claro cuál es la contribución de la TG2 a la actividad transglutaminasa total y si 
tiene funciones específicas. Según nuestros resultados, la expresión del mRNA 
de TG2 en plaquetas humanas es residual. Por otra parte, para determinar los 
niveles relativos de actividad TG celular hemos desarrollado un sencillo 
procedimiento basado en la incorporación de un sustrato marcado con biotina. 
Utilizando plaquetas procedentes de un enfermo con ausencia de FXIII-A y, por 
tanto, carentes de FXIIIc, hemos demostrado que la actividad TG2 no parece 
estar sujeta a mecanismos compensatorios inducidos por el déficit de FXIII-A, 
como se ha descrito en un modelo murino (Jobe et al., 2005). Según estas 
observaciones, la actividad TG de las plaquetas es básicamente dependiente 
del FXIIIc. 
La activación de las plaquetas implica un aumento del calcio intracelular que 
puede mantenerse durante periodos de hasta 60 minutos (Jackson, 2007). Sin 
embargo, la estimulación de las plaquetas con distintos activadores no nos 
permitió detectar cambios significativos en la actividad TG (resultados no 
mostrados), lo cual podría indicar que los niveles de calcio no son suficientes 
para la activación del FXIIIc, o bien que no todo el FXIII está disponible a tal 
efecto en el citoplasma de la plaqueta. Alternativamente, no podemos descartar 
que se produzcan pequeños cambios en la actividad TG, no detectables con 
este procedimiento. 
Los resultados de los experimentos con monodansilcadaverina (MDC) y con 
plaquetas de una paciente carente de FXIII-A sugieren que el FXIIIc tiene 
capacidad para modular positivamente la activación de la integrina αIIbβ3. Este 
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efecto resultó más evidente en la estimulación plaquetaria mediada por el 
hexapéptido TRAP, que implica la activación de los receptores PAR. 
Recientemente, se ha relacionado la actividad TG del FXIIIc con la 
dimerización del receptor de angiotensina AT1 en monocitos de pacientes con 
hipertensión (AbdAlla S, 2004 ). Como el receptor de AT1, los receptores PAR 
pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteínas G (GPCR) 
que, en su mayoría, se cree que pueden formar dímeros u oligómeros con 
importantes consecuencias funcionales. Es poco probable que esta 
dimerización por cross-linking represente un mecanismo exclusivo del receptor 
AT1, por lo que no podemos descartar que un mecanismo similar pueda 
intervenir en la regulación de la activación plaquetaria mediada por la 
ocupación de los receptores PAR. 
La estimulación de plaquetas humanas por diferentes agonistas se 
acompaña de fosforilación de las quinasas de la familia de las MAP (Borsch-
Haubold et al., 1995; Rosado y Sage, 2002), pero se desconoce el papel de la 
activación de estas rutas de señalización en la función plaquetaria. La menor 
fosforilación de ERK1/2 en las plaquetas carentes de FXIIIc podría indicar un 
papel de dicho factor en la activación de esta vía de señalización. Aunque los 
experimentos con MDC no permitieron corroborar esta posibilidad, sugieren 
que la fosorilación de ERK1/2 no tiene un papel importante en la función de 
fijación de ligando, puesto que la inhibición por MDC de la fijación de Fg 
inducida por TRAP o PMA se acompaña de efectos opuestos en la fosforilación 
de dicha quinasa. Apoyando esta conclusión, el bloqueo de la fosforilación de 
ERK1/2 por el inhibidor PD98059 no altera la fijación de fibrinógeno. 
Un evento común en respuesta al aumento del calcio intracelular es la 
reorganización del citoesqueleto, con el consiguiente cambio morfológico de la 
plaqueta mediado por el motor de actomiosina (Ito et al., 2004). Dado que 
determinadas proteínas del citoesqueleto como actina, miosina, vinculina y 
hsp27 son también substratos del FXIII (Devine y Bishop, 1996; Polanowska-
Grabowska y Gear, 2000), estudiamos el papel del FXIIIc en el proceso de 
adhesión y extensión de las plaquetas. Recientemente, se ha reportado que la 
elevación de calcio intracelular durante la adhesión plaquetaria es dependiente 
de la concentración de ligando inmovilizado, siendo mayor y más sostenida con 
concentraciones bajas de Fg (3 μg/ml) (Goncalves et al., 2003; Jirouskova et 
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al., 2007). Por tanto, realizamos los ensayos en estas condiciones 
experimentales y, en conjunto, los resultados obtenidos sugieren que el FXIIIc 
participa en el proceso de adhesión/extensión plaquetaria, puesto que la 
formación de lamelas y extensión completa es defectuosa tanto en plaquetas 
incubadas con MDC como en plaquetas carentes de FXIII. La familia de 
proteínas Rho es esencial en la regulación del citoesqueleto, interviniendo en la 
formación de focos de adhesión, fibras de estrés y retracción celular, y 
formación de filopodios y lamelas (Bryan et al., 2005). Por otra parte, se ha 
reportado que la secreción de los gránulos plaquetarios está, en parte, 
modulada por la transamidación de GTPasas de bajo peso molecular 
dependiente de serotonina (Walther et al., 2003). Asimismo, en otros modelos 
celulares se ha demostrado que la inhibición de la actividad TG por MDC 
impide la activación de RhoA (Singh et al., 2003). Por tanto, es posible que la 
modificación de moléculas como Rac1, esencial para la formación de lamelas 
en plaquetas murinas (McCarty et al., 2005), esté involucrada en el papel del 
FXIIIc en el proceso de extensión plaquetaria. 
Trabajos recientes sugieren que el FXIIIc, junto con la calpaína, regulan el 
denominado “fenotipo plaquetario inducido por el aumento sostenido de calcio” 
(SCIP) (Kulkarni y Jackson, 2004), y que las micropartículas desprendidas de 
estas plaquetas podrían tener un efecto protrombótico. Su contenido en FXIII, 
como muestra el análisis de inmunofluorescencia, podría ser liberado 
contribuyendo al FXIII del plasma. En nuestras condiciones experimentales, 
sólo un porcentaje muy reducido de plaquetas desarrolló este fenotipo durante 
su adhesión a Fg. El tratamiento de las plaquetas con MDC redujo de forma 
significativa el fenotipo SCIP, pero este efecto se pudo apreciar también en 
plaquetas carentes de FXIIIc. Por tanto, si bien el fenómeno podría estar 
mediado por una actividad transglutaminasa, en nuestras condiciones 
experimentales no parece ser exclusivamente dependiente del FXIIIc, como se 
ha reportado previamente (Kulkarni y Jackson, 2004). 
El grave fenotipo que pueden presentar los pacientes con déficit de FXIII se 
atribuye a la inestabilidad del coágulo de fibrina derivada de la ausencia del 
FXIIIp. Aunque en los pacientes con mutaciones en la subunidad A no se han 
constatado, hasta la fecha, manifestaciones o diferencias fenotípicas atribuibles 
a la ausencia de FXIIIc (Schroeder et al., 2007; Anwar y Miloszewski, 1999), los 
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resultados de este trabajo sugieren un papel del FXIIIc en la modulación de la 
función plaquetaria y, por tanto, es probable que su ausencia contribuya al 
fenotipo hemorrágico de estos pacientes, al menos, en determinadas 
situaciones de riesgo. 
 
FXIIIc en las células dendríticas (DCs).- El FXIIIc se expresa también en 
monocitos y macrófagos, y en una subpoblación de DCs (Cerio et al., 1989; 
Torocsik et al., 2005; Nestle et al., 1993). Trabajos recientes con anticuerpos 
más específicos indican que el FXIIIc se localiza en la dermis en una población 
de gran heterogeneidad tanto fenotípica como funcional, y de marcada 
plasticidad entre DCs y macrófagos residentes de tejido (Zaba et al., 2007 y 
Nestle y Nickoloff, 2007). Su función en estas subpoblaciones se desconoce, 
pero existen datos que asocian su expresión a un estado de activación celular 
alternativa inducida por IL-4. Nuestros resultados indican que la expresión de 
FXIIIc se incrementa de forma considerable durante el proceso de 
diferenciación in vitro de monocitos a DCs, donde alcanza niveles comparables 
a los de las plaquetas, apoyando por tanto que en estas células pueda 
desempeñar un papel importante. 
El receptor CCR7 se expresa durante la maduración de las DCs y tiene un 
papel crucial en su migración desde los tejidos periféricos a los nódulos 
linfáticos donde presentan el antígeno a los linfocitos T (Worbs y Forster, 
2007). Sus ligandos, las quimioquinas CCL19 y CCL21, se expresan en las 
células del estroma de los nódulos linfáticos, DCs maduras, y células 
endoteliales (Worbs y Forster, 2007). Utilizando DCs procedentes de 
poblaciones de monocitos con distinto grado de pureza, dependiendo del 
método de separación empleado, comprobamos que la incubación de las 
células maduras con MDC reduce tanto su migración basal como la estimulada 
por la quimioquina CCL19. Las DCs de la paciente carente de FXIII-A 
mostraron también una tasa de quimiotaxis en respuesta a CCL19 menor que 
las células controles. En conjunto, estas observaciones sugieren que la 
sobreexpresión de FXIIIc en las DCs podría estar involucrada en la respuesta 
quimiotáctica a CCL19. Los receptores de quimioquinas están acoplados a 
proteínas Gi (Thelen, 2001) y señalizan a través de la ruta de las MAPK, 
inductoras de la quimiotaxis; PI3K-AKT, implicada en la supervivencia celular; y 
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GTPasas Rho, que regulan la velocidad de migración (Riol-Blanco et al., 2005). 
Como ya hemos mencionado, la familia de proteínas Rho es esencial en la 
regulación de la reorganización del citoesqueleto y, en concreto, RhoA es diana 
del FXIIIc y otras transglutaminasas (Walther et al., 2003; Singh et al., 2003), 
por lo que su transamidación por FXIII podría estar implicada en la regulación 
de la remodelación del citoesqueleto durante la quimiotaxis. Por otra parte, los 
receptores de quimioquinas, como la gran mayoría de los receptores acoplados 
a proteínas G (GPCR), son capaces de formar dímeros u oligómeros, a veces 
con importantes consecuencias funcionales en términos de señalización y 
desensibilización (Terrillon y Bouvier, 2004; Springael et al., 2005). Por tanto, 
otra posibilidad es que el FXIII participe en este proceso promoviendo la 
dimerización por cross-linking del receptor CCR7, de forma similar a lo 
reportado para el receptor de angiotensina en monocitos de pacientes con 
hipertensión (AbdAlla S, 2004 ). 
Nuestra propuesta sobre el papel del FXIIIc en la reorganización del 
citoesqueleto durante el proceso de migración está apoyada por los resultados 
sobre su localización en células dendríticas inmaduras. Mientras que 
aparentemente no participa de forma directa en las estructuras implicadas en la 
adhesión al sustrato, como focos de adhesión y podosomas, sí observamos 
una clara localización en las zonas con alta tasa de polimerización de actina, 
como los pliegues de membrana laterales y frente del lamelipodio (Ridley et al., 
2003). Por otra parte, también es significativo el mayor marcaje observado en 
el urópodo y en los denominados blebs (burbujas) de membrana, estructuras 
relacionadas con la capacidad y potencial contráctil de la célula (Ridley et al., 
2003; Charras et al., 2006; Pellegrin y Mellor, 2007). 
 
Finalmente, algunas de estas observaciones pudimos corroborarlas en un 
modelo de fácil manipulación, consistente en el establecimiento de líneas 
celulares con sobreexpresión de FXIII-A. Los resultados sugieren una vez más 
que el FXIIIc celular interviene en la regulación de la remodelación del 
citoesqueleto, con un papel predominante en los procesos implicados en la 
contractilidad y retracción celular. La sobreexpresión del FXIIIc en estas células 
se asoció a un incremento de su capacidad migratoria, pero también a una 
mayor contractilidad celular durante los procesos de adhesión y extensión 
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celular. El efecto del FXIIIc en la contractilidad celular se puso de manifiesto 
sobre todo por la aparición de blebs en la membrana de estas células. En 
algunos tipos celulares la formación de blebs se ha relacionado con la 
liberación de micropartículas celulares con efecto protrombótico (Lynch y 
Ludlam, 2007). Estas estructuras se forman debido a la desconexión de la 
membrana con el córtex de actina; la presión intracelular induce la entrada del 
contenido citoplásmico en el bleb, y el característico efecto de “burbujeo” es 
consecuencia de la retracción que se produce al reensamblarse de nuevo el 
córtex de actina y recomponerse la integridad de la membrana (Charras et al., 
2006). La contractilidad celular está mediada, principalmente, por el aumento 
de calcio intracelular y la actividad de ROCK (Pellegrin y Mellor, 2007) y, de 
momento, desconocemos el papel que el FXIIIc pueda desempeñar en la 
formación de estas estructuras. La localización del FXIIIc en el interior de los 
blebs podría ser estrictamente pasiva; no obstante, no podemos descartar que 
participe activamente en la retracción de dichas estructuras y, por tanto, en el 
restablecimiento de la integridad de la membrana. 
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1. Del estudio de los casos de tromboastenia de Glanzmann (GT) de tipo I, 
tipo II y tipo variante, asociados a nuevas mutaciones en los genes 
ITGA2B o ITGB3, concluimos: 
1.1. El fenotipo en el caso de tipo I es consecuencia de la transición 
C1815T en el exón 11 del gen de la subunidad β3; la mutación no cambia el 
residuo de aminoácido pero altera el procesamiento postranscripcional con el 
resultado de terminación prematura y degradación del mensajero. 
1.2. El déficit de αIIbβ3 en un caso de tipo II es el resultado de las 
transiciones C1750T y C2829T localizadas, respectivamente, en los exones 
17 y 27 del gen de la subunidad αIIb. C1750 da lugar a la degradación del 
mRNA; C2829T altera alguna etapa del procesamiento de la proteína hasta 
su expresión en membrana y, por otra parte, induce la deleción del exón 28 
en un porcentaje significativo de los transcritos. 
1.3. La deleción del exón 28 del gen ITGA2B se debe, probablemente, a 
que la transición C2829T altera una secuencia exónica que interviene en la 
regulación del procesamiento postranscripcional. Esta es la primera 
descripción de un caso de GT asociado a este tipo de mecanismo molecular. 
1.4. Del estudio de estos dos casos de GT deducimos la necesidad de 
analizar tanto el gDNA como el mRNA para interpretar correctamente el 
mecanismo por el que una mutación puntual da lugar a la enfermedad. 
1.5. La sustitución Leu718Pro, asociada a GT variante, es la primera 
mutación natural identificada en el dominio intracelular yuxtamembranar de 
β3. El estado heterocigoto de la paciente indica el carácter dominante de la 
mutación. La subunidad β3-Pro718 mutante no impide el correcto 
procesamiento postraduccional de αIIbβ3, pero sí el de αvβ3, promoviendo su 
retención en el retículo endoplásmico y aparato de Golgi. 
1.6. La escasa respuesta al agente reductor ditiotreitol de las células que 
expresan la integrina αIIbβ3 mutante indica que la presencia de Pro718 en la 
región yuxtamembranar induce un cambio conformacional del receptor que se 
propaga hasta la región extracelular. Estas células muestran capacidad para 
agregarse y fijar ligandos multivalentes en suspensión, y comprobamos que 
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esta aparente activación constitutiva se manifiesta sólo en las células con los 
niveles más altos de expresión de la proteína mutante. 
1.7. La adhesión de estas células a fibrinógeno inmovilizado induce un 
incremento notable del clustering de la integrina. Este agrupamiento muestra 
un patrón atípico, aparentemente no funcional en términos de adhesión, en 
las células con mayor expresión del receptor mutante. En incubaciones 
prolongadas, las células adoptan un fenotipo específico de extensión 
fusiforme con una o dos largas prolongaciones citoplasmáticas. 
1.8. En conjunto, los resultados sugieren que el fenotipo de este caso de 
GT variante se debe a defectos tanto de la agregación como de la adhesión 
plaquetaria. La mutación Pro718 proporciona la primera evidencia in vivo de 
la importancia del dominio yuxtamembranar de β3 en la función de la 
integrina. Aunque no podemos precisar el mecanismo concreto de la 
disfunción, los datos sugieren que la mutación perturba la activación del 
receptor mediada por agonistas. Por otra parte, la aparente activación 
constitutiva del receptor es dependiente del aumento de avidez inducido por 
el clustering de receptores, determinante en la alteración de la respuesta 
adhesiva. Dado el estado heterocigótico de la mutación, sólo la mitad de los 
receptores serían deficientemente activados, lo cual sugiere que el proceso 
de clustering  tiene un papel dominante en el fenotipo tromboasténico. 
1.9. Este trabajo apoya la idea de que la activación conformacional y el 
clustering de receptores son procesos estrechamente acoplados. 
 
2. Del estudio de un caso de disfibrinogenemia congénita familiar, 
concluimos: 
2.1. Hemos caracterizado un caso de disfibrinogenemia congénita con 
tendencia hemorrágica leve pero con manifestaciones trombóticas graves 
como consecuencia de un traumatismo no severo. La disfibrinogenemia está 
causada por una única especie de fibrinógeno circulante portador de una 
cadena Aα truncada en el dominio αC. 
2.2. La relativa benignidad del fenotipo hemorrágico en la paciente y la 
ausencia de síntomas en los familiares heterocigotos contrastan con la grave 
tendencia hemorrágica descrita previamente en portadores de la misma 
mutación, pero con niveles circulantes de la cadena Aα mutante mucho 
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menores. Este estudio ilustra la heterogeneidad fenotípica de la enfermedad y 
sugiere el papel de otros factores además del impacto de la mutación y los 
niveles de fibrinógeno. 
 
3. Del estudio del papel de la expresión celular del factor XIII (FXIIIc), 
deducimos: 
3.1. El análisis de las plaquetas de un paciente carente de FXIII-A nos ha 
permitido demostrar que el FXIIIc representa la principal actividad 
transglutaminasa (TG) plaquetaria, siendo la expresión y actividad de la TG 
tisular prácticamente residual. 
3.2. En nuestras condiciones experimentales la estimulación por agonistas 
no se acompaña de aumento detectable de la actividad TG de las plaquetas. 
Sin embargo, los resultados de los experimentos con plaquetas carentes de 
FXIIIc o tratadas con monodansilcadaverina (MDC) sugieren que el FXIIIc 
tiene capacidad para modular positivamente la activación de la integrina 
αIIbβ3 y, por otra parte, participa en el proceso de adhesión/extensión 
plaquetaria. 
3.3. La expresión de FXIIIc incrementa de forma notable durante el 
proceso de diferenciación in vitro de las células dendríticas (CD) a partir de 
monocitos. 
3.4. Los experimentos con células dendríticas y transfectantes estables de 
FXIII-A sugieren que el FXIIIc participa en la reorganización del citoesqueleto 
asociada a los procesos de extensión y migración celular. Esta función podría 
estar relacionada con la formación de los denominados blebs y, por tanto, con 
la potenciación de la capacidad contráctil celular. 
3.5. En conjunto, los resultados de este trabajo sugieren un papel del 
FXIIIc en la modulación de la función plaquetaria y de las células dendríticas. 
Por tanto, es probable que su ausencia en las plaquetas contribuya al 
fenotipo hemorrágico del déficit congénito de FXIII-A. 
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…Y aunque la halles pobre, no pienses que Ítaca te engañó, 
sabio como te has vuelto, con tanta experiencia, 
entenderás ya qué significan las Ítacas. 
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